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Povzetek 
Kanabidiol (CBD) in Δ9-tetrahidrokanabinol (THC) sta dva kanabinoida iz konoplje, ki pri 
strokovni javnosti vzbujata vse več zanimanja za njuno terapevtsko uporabo. Glavni namen 
magistrske naloge je bil razviti metodo za merjenje koncentracij CBD, THC, 
11-hidroksi-THC (THC-OH) in 11-karboksi-THC (THC-COOH) v človeški krvni plazmi, 
ki bo ustrezala namenom klinične študije zdravljenja refraktarne epilepsije pri otrocih. 
Med razvojem priprave vzorca smo preizkusili 5 različnih tekočinskih ekstrakcij, 18 vrst 
kartuš za ekstrakcijo na trdnem nosilcu, 1 filter in 2 kartuši za podprto tekočinsko 
ekstrakcijo. Med vsemi se je za najustreznejšo izkazala ekstrakcija tekoče-tekoče z zmesjo 
topil heksana in etilacetata v razmerju 9 : 1. LC-MS/MS metodo smo razvili s tekočinskim 
kromatografom sklopljenim s tandemskim kvadrupolnim masnim spektrometrom. Analite 
smo kromatografsko ločili z gradientnim programom z 0,2 mM amonijevim fluoridom in 
acetonitrilom na analitski koloni Kinetex C18 (50 mm × 2,1 mm, 2,6 μm). Umeritvene 
krivulje smo pripravili z osmimi kalibratorji v območju 1–100 μg/L za THC in 6–100 μg/L 
za THC-OH ter z desetimi kalibratorji v območju 1–1000 μg/L za CBD in 2,5–1000 μg/L 
za THC-COOH. Kot interne standarde smo uporabljali izotopno označene analoge 
analitov: CBD-d3, THC-d3 in THC-COOH-d3. Z namenom preverjanja selektivnosti 
analizne metode smo poskušali z jetrno S9 frakcijo in vitro pripraviti metabolite CBD, 
predvsem 7-karboksi-CBD, ki komercialno ni bil dostopen. Analizno metodo smo 
vrednotili po smernicah za validacijo bioanaliznih metod. 
Točnost in ponovljivost sta bili pri CBD, THC in THC-COOH v območju 88–110 % ter 
1,1–8,1 %, pri THC-OH pa v območju 97–117 % ter 2,0–15,8 %. Vzorce lahko z 
redčenjem točno in ponovljivo analiziramo do 5-kratnika zgornje meje kvantifikacije. 
Stabilnost analitov v plazmi smo dokazali za 17 dni pri –80 °C, tri cikle zamrzovanja in 
odtajanja, štiri ure pri sobni temperaturi in 36 ur v avtomatskem vzorčevalniku pri 10 °C. 
Pri CBD, THC in THC-COOH smo dokazali odsotnost relativnega učinka matrice.  
Razvita metoda za namene klinične študije omogoča merjenje CBD v plazmi v 
koncentracijskem območju 1–5000 μg/L, THC 1–500 μg/L, THC-COOH 2,5–5000 μg/L in 
THC-OH 6–500 μg/L. 
Ključne besede: epilepsija, kanabinoidi, S9 frakcija, tekočinska kromatografija, validacija 
metode, LC-MS/MS 
  
IV 
Abstract 
Cannabidiol (CBD) and Δ9-tetrahydrocannabinol (THC) are two cannabinoids from 
cannabis that are of increasing medical interest to professional public. The main aim of 
master’s thesis was to develop a method for quantitation of CBD, THC, 11-hydroxy-THC 
(THC-OH) and 11-carboxy-THC (THC-COOH) in human blood plasma, which would be 
fit for purpose of a clinical study studying treatment of refractory epilepsy in children. 
During method development we tested 5 different liquid-liquid extractions, 18 kinds of 
solid phase extractions, 1 filter and 2 supported liquid extractions. The most optimal was 
liquid-liquid extraction with hexane and ethyl acetate in 9 to 1 ratio. LC-MS/MS method 
was developed with liquid chromatograph with tandem triple quadrupole mass 
spectrometer. Chromatographic separation was achieved on Kinetex C18 column (50 mm 
× 2.1 mm, 2.6 μm) using a gradient comprising of 0.2 mM ammonium fluoride and 
acetonitrile. Calibration curves were prepared with eight calibrators 1–100 μg/L for THC 
and 6–100 μg/L for THC-OH and with ten calibrators 1–1000 μg/L for CBD and 2.5–
1000 μg/L for THC-COOH. Isotopically labeled analogs were used as internal standards: 
CBD-d3, THC-d3 and THC-COOH-d3. To prove method selectivity we tried to prepare in 
vitro CBD metabolites, especially commercially unavailable 7-carboxy-CBD, with liver S9 
fraction. Method was evaluated according to the guidelines for validation of bioanalytical 
methods. 
Accuracy and precision for CBD, THC in THC-COOH were between 88–110 % and 1.1–
8.1 % and for THC-OH between 97–117 % and 2.0–15.8 %. Accurate and precise dilution 
integrity was up to 5 times the upper limit of quantification. Sample stability was proven 
for 17 days at –80 °C, three freeze and thaw cycles, four hours at room temperature and 36 
hours in autosampler at 10 °C. Absence of relative matrix effect was proven for CBD, 
THC and THC-COOH. 
The method developed for the purpose of the clinical study allows the measurements of 
plasma CBD from 1 to 5000 μg/L, THC from 1 to 500 μg/L, THC-COOH from 2.5 to 5000 
μg/L and THC-OH from 6 to 500 μg/L.  
Keywords: epilepsy, cannabinoids, S9 fraction, liquid chromatography, method validation, 
LC-MS/MS  
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Seznam okrajšav 
CBD-COOH 7-karboksikanabidiol 
CBD-OH 7-hidroksikanabidiol 
ACN acetonitril 
APCI kemijska ionizacija pri atmosferskem pritisku (ang. atmospheric 
pressure chemical ionization) 
AUC površina pod krivuljo (ang. area under the curve) 
CB1 kanabinoidni receptor 1 
CB2 kanabinoidni receptor 2 
CBCA kanabikromenska kislina 
CBD kanabidiol 
CBDA kanabidiolna kislina 
CBGA kanabigerolna kislina 
CBN kanabinol 
CBNA kanabinolna kislina 
CYP citokrom P450 
CŽS osrednji živčni sistem 
ESI elektrorazprševalna ionizacija (ang. electrospray ionization) 
EU Evropska unija 
FDA Uprava ZDA za hrano in zdravila 
FMO flavinska monooksigenaza 
GABA γ-aminobutanojska kislina 
GC-MS plinska kromatografija sklopljena z masno spektrometrijo 
GST glutation-S-transferaza 
HILIC tekočinska kromatografija hidrofilnih interakcij (ang. hydrophilic 
interaction liquid chromatography) 
IT ionska past (ang. ion trap) 
LC-MS/MS tekočinska kromatografija sklopljena s tandemsko masno 
spektrometrijo 
LLE ekstrakcija tekoče-tekoče (ang. liquid-liquid extraction) 
LLOQ spodnja meja kvantifikacije (ang. lower limit of quantification) 
MeOH metanol 
MF mobilna faza 
MRM 
MS 
multirezidualna analiza (ang. multiple reaction monitoring) 
masna spektrometrija 
NAT N-acetil-transferaza 
PP obarjanje proteinov (ang. protein precipitation) 
QCh kontrolni vzorec visoke koncentracije 
QCl kontrolni vzorec nizke koncentracije 
QCm kontrolni vzorec srednje koncentracije 
QqQ trojni kvadrupol 
r2 determinacijski koeficient 
RPB raztopina za poznejše bogatenje 
RS Republika Slovenija 
RSD relativni standardni odmik 
SLE podprta tekočinska ekstrakcija (ang. supported liquid extraction) 
SPE ekstrakcija na trdnem nosilcu (ang. solid phase extraction) 
ST sulfotransferaza 
VI 
TBME terc-butil metil eter 
THC delta-9-tetrahidrokanabinol 
Δ8-THC delta-8-tetrahidrokanabinol 
THCA delta-9-tetrahidrokanabinolna kislina 
UDP uridin-5'-difosfat 
UGT uridin-5'-difosfo-glukuronoziltransferaza 
(U)HPLC tekočinska kromatografija (ultra) visoke zmogljivosti 
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1 Uvod 
1.1 Endokanabinoidni sistem 
V človeškem telesu poznamo dva tipa kanabinoidnih receptorjev, CB1 in CB2, ki sta po 
strukturi z G-proteinom povezana receptorja. Receptorji CB1 so med najpogostejšimi 
receptorji v možganih, saj je njihova številčnost primerljiva z receptorji za GABA in 
glutamat, ki sta glavna zaviralna in ekscitatorna živčna prenašalca. Največ kanabinoidnih 
receptorjev najdemo v hipokampusu, malih možganih, hipotalamusu, substanci nigri, 
mezolimbičnih dopaminskih poteh in v povezanih predelih možganske skorje. Poleg tega 
pa se nahajajo tudi periferno v endotelijskih celicah in adipocitih. Medtem ko so CB1 
receptorji prisotni večinoma v osrednjem živčnem sistemu, se CB2 receptorji nahajajo 
pretežno periferno, v limfatičnih tkivih (vranica, tonzile, timus, limfociti, monociti, 
mastociti). Med sabo imata receptorja samo 45-odstotno homologijo zaporedja 
aminokislin.(1) 
Med endokanabinoide uvrščamo naravne ligande za receptorja CB1 in CB2. Najbolj 
uveljavljena predstavnika sta derivata arahidonske kisline, anandamid in 2-arahidonil 
glicerol. Kot ostali eikozanoidi se tudi ti ne sintetizirajo vnaprej, ampak se sintetizirajo po 
potrebi.(1) 
1.2 Cannabis sativa L. 
Konoplja (Cannabis sativa L.) je zelnata letna rastlina, ki se je že od antičnih časov gojila 
na območju srednje Azije v Indiji in na Kitajskem. Skozi stoletja se je uporabljala kot vir 
vlaken, hrane, olja in zdravil ter tudi za rekreacijske in verske namene. Vsebuje številne 
aktivne spojine, npr. kanabinoide, terpene, flavonoide in alkaloide. Najbolj aktivne spojine 
so kanabinoidi, skupina terpenofenolnih spojin, ki se kopičijo predvsem v žleznih dlačicah 
ženskih cvetov. Med več kot 100 poznanimi kanabinoidi je (–)-delta-9-trans-
tetrahidrokanabinol (Δ9-THC) najbolj odgovoren za psihoaktivne učinke.(2) 
V konoplji poteka biosinteza kanabidiolne kisline (CBDA) in tetrahidrokanabinolne kisline 
(THCA), ki se v kemijski reakciji dekarboksilacije pod vplivom toplote pretvarjata do 
dekarboksilirane oblike, CBD in THC (slika 1). CBD in THC sta biološko aktivna, medtem 
ko o aktivnosti kislin še vedno ne vemo dovolj.(3) 
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Slika 1: Shematski prikaz biosintezne poti THCA in CBDA iz CBGA, tvorbe THC in CBD pod vplivom svetlobe in/ali 
povišane temperature in oksidacije THC do CBN.(3) 
Ostali bolj znani, aktivni kanabinoidi v konoplji, ki so prisotni v manjših količinah kot 
CBDA in THCA, so kanabikromenska kislina (CBCA), kanabigerolna kislina (CBGA) in 
kanabinolna kislina (CBNA) (slika 2). Te kisline v tem vrstnem redu po dekarboksilaciji 
vodijo do kanabikromena (CBC) s protivnetno, protibakterijsko in protiglivno aktivnostjo, 
kanabigerola (CBG) z analgetično, protibakterijsko in protiglivno aktivnostjo in 
kanabinola, ki se tvori z oksidacijo THC pri daljšem shranjevanju in ima sedativno 
aktivnost.(3) Poleg že naštetih je v konoplji prisoten tudi strukturno soroden aktiven izomer 
THC, (–)-delta-8-trans-tetrahidrokanabinol (Δ8-THC).(4) 
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Slika 2: Nekateri naravni kanabinoidi iz konoplje(4) 
1.3 Tetrahidrokanabinol (THC) 
(–)-delta-9-trans-tetrahidrokanabinol je glavna psihoaktivna sestavina v konoplji. Deluje na 
osrednji živčni sistem in izkazuje tako sedativne kot psihozomimetične učinke. Glavni 
centralni učinki, ki jih lahko v kliničnih študijah direktno merimo, so: težave pri učenju, 
motnje kratkoročnega spomina, motnje gibalne koordinacije, katalepsija, hipotermija in 
analgezija, deluje pa tudi proti slabosti in povečuje apetit. Pri rekreativnih uživalcih sta 
pogosta želena učinka evforija in občutek sproščenosti z izostrenim organoleptičnim 
zaznavanjem. Poleg centralnih učinkov lahko opazimo tudi pospešen srčni utrip, 
vazodilatacijo, zmanjšanje intraokularnaga pritiska in bronhodilatacijo.(1)(5) 
Psihoaktivne lastnosti THC so močno zaznamovale uporabo indijske konoplje, saj je bila 
njena uporaba dolga leta prepovedana, tudi v medicinske namene. Obravnavanje konoplje 
se je v zadnjih letih izrazito spremenilo in njena uporaba je danes v številnih državah sveta 
dovoljena, v nekaterih je dovoljena celo uporaba v rekreativne namene.(6) V tem trenutku 
večina držav EU dovoljuje ali namerava dovoliti medicinsko uporabo konoplje ali 
kanabinoidov.(7) 
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V Sloveniji so leta 2014 z Uredbo o razvrstitvi prepovedanih drog(8) omogočili dostopnost 
zdravil s THC, vključno z magistralnimi zdravili. Leta 2016 pa so z Uredbo o spremembah 
in dopolnitvah Uredbe o razvrstitvi prepovedanih drog(9) omogočili dostopnost še 
zdravilom z nabilonom in zdravilom z ekstrakti iz konoplje.(10) Leta 2017 so z Uredbo o 
spremembah in dopolnitvah Uredbe o razvrstitvi prepovedanih drog(11) dodatno omogočili 
tudi uporabo rastline konoplje za medicinske namene. Kljub zakonskim spremembam, ki 
omogočajo prihod zdravil s kanabinoidi v Slovenijo, pa v tem trenutku nobeno gotovo 
zdravilo s kanabinoidi nima pridobljenega dovoljenja za promet v Sloveniji.(7) Po podatkih 
Nacionalnega inštituta za javno zdravje je bilo v Sloveniji leta 2016 predpisanih 410 
receptov in porabljenih 56,5 g THC in 4965,6 g CBD.(12) Do marca 2018 pa recept za 
posušene cvetne vršičke konoplje oziroma medicinsko konopljo še ni bil izdan.(13) 
1.4 Kanabidiol (CBD) 
CBD (kanabidiol) je aktivna sestavina v konoplji, ki je strukturno zelo podobna THC, 
vendar ne povzroča psihozomimetičnih in sedativnih učinkov na CŽS. CBD ima omejeno 
oziroma nima interakcije z ortosteričnimi mesti receptorjev CB1 in CB2 (14), izkazuje pa 
številne zdravilne lastnosti (analgetične, nevroprotektivne, antiepileptične, antiemetične, 
antispazmične in protivnetne), najverjetneje povezane tudi z vezavo preko drugih, 
nekanabinoidnih receptorjev.(15)(16) CBD se obnaša kot nekompetitivni, negativni, 
alosterični modulator receptorjev CB1(15) in na tak način pri aplikaciji skupaj s THC zavira 
njegovo vezavo na receptor CB1 in zmanjša nekatere psihotropne in kardiovaskularne 
neželene učinke, hkrati pa okrepi analgetične, antiemetične in protirakave lastnosti.(17) Prav 
zaradi sinergističnih učinkov naj bi imelo hkratno uživanje več kanabinoidov hkrati, kot je 
to v ekstraktih konoplje, boljše učinke kot monoterapija.(17) 
Zanimanje strokovne in laične javnosti je za terapevtsko uporabo CBD izredno veliko. 
Čeprav za večino terapevtskih indikacij niti ni znanstvenih dokazov, ki bi uporabo 
podpirali, je zdravljenje epilepsije eno izmed obetavnejših področij, saj v kliničnih študijah 
kaže dobre rezultate.(4,18–20) V letu 2018 je bilo v ZDA odobreno prvo zdravilo z naravnim 
CBD, pridobljenim iz konoplje za zdravljenje dveh redkih epileptičnih sindromov.(4) V 
Sloveniji so na tem področju zelo dejavni na pediatrični kliniki UKC LJ, kjer so ugotovili, 
da ima dodatna terapija s CBD pri otrocih z epilepsijo, ki se ne odziva na običajna zdravila, 
pozitivne terapevtske učinke in malo neželenih učinkov.(20) 
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1.5 Farmakokinetika THC in CBD 
Farmakokinetika THC je razmeroma dobro raziskana, medtem ko so farmakokinetični 
podatki CBD pri ljudeh, kljub široki uporabi, pomanjkljivi in kdaj tudi neskladni. 
Razumevanje lastnosti, kot sta biološka uporabnost in razpolovna doba, je ključnega 
pomena za prihodnji terapevtski uspeh, zato so potrebni zanesljivi podatki iz različnih 
farmacevtskih oblik.(21) 
Absorpcija 
THC in CBD sta zelo nepolarni molekuli, zato je biološka uporabnost močno odvisna od 
načina uporabe. Pri vdihavanju se hitro absorbirata in imata podobno farmakokinetiko kot 
intravensko aplicirana. Dobro prehajata alveolarno in kapilarno membrano, zato dosežeta 
najvišjo koncentracijo že v 3–10 minutah. Biološka uporabnost THC po vdihavanju se 
giblje med 10 % in 35 %. Velik del spremenljivosti gre pripisati razlikam med 
posamezniki, razlikam med posameznimi inhalacijami, prav tako pa vplivajo tudi 
značilnosti same inhalacije (število, trajanje in interval vdihov, volumen vdiha, čas držanja 
vdiha), inhalacijska naprava, velikost vdihnjenih delcev in mesto odlaganja znotraj 
dihalnega sistema. CBD ima povprečno biološko uporabnost 31 % in podoben plazemski 
profil koncentracij kot THC. Redni rekreativni uporabniki konoplje dosežejo višje 
maksimalne koncentracije in AUC v primerjavi z občasnimi uporabniki, kar bi lahko 
pripisali bolj učinkovitemu kajenju rednih uporabnikov. Farmakokinetika vaporiziranih 
kanabinoidov je primerljiva kajenim. Z vdihavanjem in oralno aplikacijo se izognemo 
obsežnemu metabolizmu prvega prehoda, ki je značilen za peroralen vnos.(5,16) 
Pri oralni aplikaciji pride do hitre absorpcije, maksimalne krvne koncentracije pa so višje 
kot pri peroralnem vnosu in nižje kot pri vdihavanju, kar je verjetno posledica tega, da se 
del odmerka pogoltne in absorbira peroralno.(5,16) 
THC in CBD imata slabo peroralno biološko uporabnost, po določenih ocenah komaj 6 %. 
Biološka uporabnost je spremenljiva in podvržena močnemu metabolizmu prvega prehoda, 
kar vodi v nižje in zakasnjene (tudi do 120 minut) maksimalne koncentracije v primerjavi z 
vdihavanjem. Glede na to je peroralen vnos primeren predvsem za bolnike, ki potrebujejo 
učinek preko daljšega časovnega obdobja.(16) Hrana močno vpliva na biološko uporabnost 
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CBD, saj je biološka uporabnost CBD zaužitega z obrokom z visoko vsebnostjo maščob 
lahko od 4- do 5-krat večja kot na prazen želodec.(14) 
Transdermalna aplikacija ima omejeno uporabnost zaradi močne nepolarnosti THC in 
CBD, saj to omejuje prehod preko vodne plasti v koži. Bolj učinkovit prehod se lahko 
doseže le s spodbujevalci transdermalnega prehoda.(16) 
Porazdelitev 
Kanabinoidi se hitro porazdelijo v dobro prekrvavljene organe (pljuča, srce, možgani, 
jetra), kasneje pa se vzpostavi ravnotežje s slabše prekrvavljenimi tkivi. Porazdelitev je 
odvisna od telesne sestave in višine ter raznih bolezenskih stanj. Zaradi svoje nepolarnosti 
se lahko kanabinoidi pri dolgotrajni uporabi kopičijo v maščobnih tkivih, postopno 
sproščanje iz teh tkiv pa lahko ohrani kanabinoidno aktivnost tudi več tednov po vnosu.(16) 
Metabolizem 
Presnova THC je v največji meri jetrna s CYP izoencimi CYP2C9, CYP2C19 in CYP3A4. 
THC se v glavnem presnavlja do 11-hidroksi-THC in 11-karboksi-THC, čemur sledi 
vezava glukuronske kisline in izločanje z urinom in blatom. Metabolizem poteka tudi izven 
jeter v vseh tkivih, ki izražajo te encime (npr. možgani, tanko črevo). Metabolit 
11-hidroksi-THC ima celo močnejše psihoaktivne učinke kot THC. Zaradi svoje 
nepolarnosti lahko THC prehaja placento in se izloča v materino mleko, kar dviga skrbi za 
toksičnost razvijajočih se možganov doječega se otroka oziroma novorojenčka.(16) 
CBD se prav tako jetrno metabolizira v največji meri preko CYP2C19, v manjši meri s 
CYP3A4, nekaj pa tudi s CYP1A1, CYP1A2, CYP2C9 in CYP2D6. Hitro in v velikem 
obsegu se metabolizira do aktivnega metabolita 7-OH-CBD in naprej do 7-COOH-CBD. 
Ravno slednji predstavlja 97 % vseh s CBD povezanih spojin v plazmi. CBD ali metaboliti 
se lahko nadalje glukuronidirajo z več UDP-glukuroniltransferazami, največ z UGT1A9, 
UGT2B7 in UGT2B17. Jetrnemu metabolizmu sledi izločanje z blatom in v manjši meri 
tudi z urinom.(16)(14) 
Izločanje 
Ocene razpolovnega časa so zelo raznolike. Populacijski farmakokinetični model THC je 
opisal hiter začetni razpolovni čas 6 minut in dolg končni razpolovni čas 22 ur, verjetno 
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zaradi ravnotežja med maščobnim tkivom in krvjo ter zaradi enterohepatične cirkulacije. 
Pri rednih uporabnikih je opažen daljši razpolovni čas. Karboksi metabolit THC lahko v 
urinu zaznamo tudi 2–3 dni po enkratnem kajenju konoplje.(5) Razpolovni čas CBD je v 
različnih literaturnih virih precej neskladen, Lucas s soavtorji poroča o dolgem 
razpolovnem času, po nekaterih ocenah po intravenski aplikaciji 24 ur ± 6 ur in po 
vdihovanju 31 ur ± 4 ure,(16) medtem ko Taylor s sodelavci poroča, da se ravnotežno stanje 
po večkratnem odmerjanju doseže hitro, kar priča o kratkem razpolovnem času in potrjuje 
pravilnost odmerjanja 2-krat dnevno.(14) 
Interakcije 
Farmakokinetične interakcije s THC in CBD so možne predvsem z zaviranjem ali 
indukcijo encimov (npr. CYP in UGT) ali transporterjev.(16)(14) Rifampicin (znan induktor 
CYP3A4) signifikantno zmanjša plazemsko koncentracijo CBD, medtem ko ketokonazol 
(zaviralec CYP3A4) njegovo koncentracijo poveča skoraj za faktor 2.(22) In vitro se je CBD 
pokazal kot močan zaviralec encimov CYP2C19.(16) To je bilo opazno tudi pri bolnikih, ki 
so sočasno prejemali CBD in klobazam.(14) Klobazam se preko CYP3A4 pretvori do 
aktivnega metabolita N-desmetilklobazama in naprej preko CYP2C19 do neaktivnega 
metabolita.(16) CBD lahko z zaviranjem tega encima poveča plazemske koncentracije N-
desmetilklobazama tudi do 8-krat, kar lahko vodi do zmanjšanja pogostosti epileptičnih 
napadov, hkrati pa tudi poveča pojavnost neželenih učinkov.(23) CBD lahko zavira tudi 
transport z P-glikoproteini in se tako vpleta v absorpcijo in porazdelitev ostalih zdravil, ki 
so tudi substrati P-glikoproteina.(24) 
1.6 In vitro jetrni metabolizem CBD 
Jetra so glavni organ, kjer poteka presnavljanje človeku tujih spojin, čeprav lahko 
metabolizem do določene mere poteka v vseh tkivih. Pri in vitro modelih želimo v največji 
meri napovedati biotransformacijo, ki poteka in vivo v človeškem organizmu. Do danes so 
bili razviti številni in vitro človeški jetrni modeli, npr. Supersomi®, mikrosomi, citosol, S9 
frakcija, rekombinantni encimi, nesmrtne celične linije, izolirani in kultivirani hepatociti, 
izolirano vitalno tkivo, perfundirana jetra idr.(25,26) 
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S9 frakcija 
Človeško jetrno S9 frakcijo pridobimo tako, da tkivni homogenat dvajset minut 
centrifugiramo v polju 9000  g. Supernatant, ki nastane, imenujemo S9 frakcija in vsebuje 
tako mikrosomsko kot tudi citosolno frakcijo.(27) Glavna prednost pred mikrosomi je ta, da 
vsebuje večji razpon encimov (tako encime I. kot tudi II. faze metabolizma), kar nam 
omogoča boljše posnemanje in vivo metabolnega profila. S9 frakcija vsebuje v največji 
meri citokrome P450 (CYP), flavinske monooksigenaze (FMO), epoksidne hidrolaze, 
UDP-glukuronoziltransferaze (UGT), esteraze, amidaze, glutation-S-transferaze (GST), 
metiltransferaze, N-acetil-transferaze (NAT) in sulfotransferaze (ST).(26) 
Metabolizem CBD z in vitro živalskimi encimskimi sistemi raziskovalci preučujejo že več 
kot 40 let. Že leta 1976 je Martin s sodelavci poročal, da se CBD s supernatantom 10000 
 g podganjih jeter pretvori do glavnega metabolita 7-OH-CBD in ostalih sedmih hidroksi 
metabolitov: 6α-OH-, 6β-OH-, 1"-OH-, 2"-OH-, 3"-OH-, 4"-OH- in 5"-OH-CBD 
(slika 3).(28) Med različnimi živalskimi modeli je lahko profil metabolitov zelo različen, 
poleg že omenjenih pa lahko nastane tudi 10-OH-CBD.(29) 
Jiang je s sodelavci preučeval in vitro metabolizem CBD s človeškimi mikrosomalnimi 
encimi. Pri in vitro pogojih se CBD metabolizira do štirih glavnih metabolitov, 6α-OH-, 
6β-OH-, 7-OH- in 4"-OH-CBD, ter 4 manjšinskih metabolitov 1"-OH-, 2"-OH-, 3"-OH- in 
5"-OH-CBD (slika 4). Glavni izoformi citokromov, ki sta odgovorni za omenjene 
oksidacije, sta CYP3A4 in CYP2C19.(30) 
 
Slika 3: Struktura in označevanje CBD 
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Za razliko od in vitro sistemov je v človeški plazmi daleč najpogostejši metabolit 
7-COOH-CBD, česar do sedaj v in vitro sistemih niso uspeli ponoviti.(28–30) 
 
Slika 4: Metabolične poti CBD s človeškimi jetrnimi mikrosomi(30) 
1.7 Analizne metode za merjenje CBD in THC ter njunih metabolitov v 
bioloških vzorcih 
Prve opisane metode za merjenje THC in metabolitov v številnih bioloških matricah so bile 
pomembne predvsem za forenzične laboratorije za preverjanje nedovoljenega uživanja 
konoplje, CBD pa so avtorji začeli vključevati kasneje.(31) Prvo metodo za merjenje THC 
in metabolitov ter CBD je objavil Nadulski šele leta 2005.(32) 
Priprava vzorcev 
Kompleksna narava bioloških vzorcev ne omogoča njihove neposredne analize, ampak jih 
je treba pred tem očistiti neželenih komponent matrice, ki vplivajo na detekcijo.(3,4) Pri 
kanabinoidih so zaradi njihove nepolarne narave glavni vir interferenc v plazmi 
fosfolipidi.(33) Pri pripravi vzorca je zato ekstrakcija kritičen korak, ki mora biti ponovljiv, 
učinkovit in selektiven.(3) V literaturi se kot najpogostejše tehnike čiščenja vzorcev 
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uporabljajo obarjanje proteinov, ekstrakcija tekoče-tekoče (LLE) in ekstrakcija na trdnem 
nosilcu (SPE).(4) 
SPE je najpogostejša tehnika pri bioloških matricah. Pri SPE se iskane spojine oziroma 
analiti adsorbirajo na trdno stacionarno fazo, kar omogoča njihovo čiščenje in 
koncentriranje pred analizo. Prednosti SPE so visoka ponovljivost, lahka avtomatizacija in 
manjša poraba topila v primerjavi z LLE. Uporabljena elucijska topila so podobna tistim 
običajno uporabljenim pri LLE. To sta heksan in etilacetat, še pogosteje pa bolj polarna 
organska topila, kot npr. metanol, acetonitril in izopropanol, ki lahko imajo v določenih 
primerih dodano tudi kislino ali bazo, odvisno od narave stacionarne faze.(3) Najpogosteje 
uporabljane kartuše so reverznofaznega ali mešanega tipa s kationskim izmenjevalcem.(4) 
V literaturi se pojavljajo tudi mikroekstrakcijske tehnike, ki se osredotočajo na krajšanje 
časa za pripravo vzorca in zmanjšanja uporabe organskih topil.(4,34–38) 
Najpogosteje uporabljeno topilo pri LLE je mešanica topil heksana in etilacetata v 
različnih razmerjih, uporabljajo pa se tudi druga nepolarna topila, npr. etri. Tudi polarnejša 
organska topila, npr. acetonitril v kombinaciji s solmi, ki mu zmanjšajo vodotopnost, se 
lahko uporabijo pri tej tehniki, vendar se ekstrakcija za močno nepolarne spojine izkaže za 
manj učinkovito.(4) Novejša izvedba ekstrakcije tekoče-tekoče je podprta tekočinska 
ekstrakcija (ang. supported liquid extraction, SLE), ki se je izkazala za uporabno tudi pri 
kanabinoidih.(39) 
Kromatografija 
Začetne metode merjenja THC in metabolitov so večinoma uporabljale plinsko 
kromatografijo sklopljeno z masno spektrometrijo, ki med pripravo vzorca zahteva 
derivatizacijo analitov, da jim povečamo hlapnost.(33,40) Kot nadgradnjo običajni plinski 
kromatografiji je Lowe s sodelavci razvil metodo z dvodimenzionalno GC-MS, ki 
omogoča zmanjšanje vpliva matrice in izboljšanje resolucije ter občutljivosti.(31) 
V zadnjih letih pa v ospredje stopajo metode, ki temeljijo na tekočinski kromatografiji 
sklopljeni z masno spektrometrijo (LC-MS) z ESI ali APCI ionizacijo.(33) To tehniko danes 
številni avtorji obravnavajo kot metodo izbire za merjenje kanabinoidov v bioloških 
vzorcih, predvsem na račun dobre selektivnosti in občutljivosti.(4) Za razliko od plinske 
kromatografije derivatizacija ni potrebna in celoten postopek poteka pri nižjih 
temperaturah, zato do razpada vzorca ne pride.(3) Najpogosteje uporabljane kolone 
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temeljijo na reverznofaznem C18 mehanizmu, čeprav so se za uporabne izkazale tudi 
druge, npr. HILIC1 kolone.(3) 
Analizne metode s plazemskimi vzorci 
Učinkovite metode za merjenje CBD in THC ter njunih metabolitov v plazmi so ključne za 
vrednotenje farmakoterapije. V zadnjih letih so bile razvite številne metode, med katerimi 
nekatere vključujejo tudi druge kanabinoide. Pregled nekaterih metod, objavljenih v 
zadnjih dvanajstih letih, je podan v preglednici I. 
Preglednica I: Pregled najpomembnejših objav za razvoj naše metode 
Analitska 
tehnika 
Analiti 
Priprava 
vzorca 
Kolona Mobilna faza Vir 
HPLC-
ESI-QqQ 
THC, THC-OH, 
THC-COOH, 
CBD in CBN 
PP 
Atlantis 
C18 (2,1 mm 
× 150 mm; 3 
μm) 
Voda (0,2 % mravljinčna kislina) in 
acetonitril (0,2 % mravljinčna 
kislina); gradientni program 
(41) 
HPLC-
APCI-IT 
THC, THC-OH, 
THC-COOH, 
CBD in CBN 
SPE 
Synergi 
MAX-RP 
80A C12 (2 
mm × 75 
mm, 4 μm) 
10 mM amonijev format, pH 3,0 in 
acetonitril : 10 mM amonijev 
format, pH 3,0 (9 : 1); 
gradientni program 
(42) 
UHPLC-
ESI-QqQ 
CBD in THC 
LLE z 
TBME 
Waters 
Acquity HSS 
T3 column 
(100 mm × 
2,1 mm, 1,8 
μm) 
voda: metanol : mravljinčna kislina 
(18 : 82 : 0,02) 
(43) 
UHPLC-
ESI-QqQ 
THC, THC-OH, 
THC-COOH in 
CBD 
PP 
Acquity BEH 
C18 
Voda (0,1 % mravljinčna kislina) in 
metanol (0,1 % mravljinčna kislina) 
(44) 
HPLC-
QqQ 
12 kanabinoidov 
vključno z THC, 
THC-OH, THC-
COOH in CBD 
PP 
Kinetex EVO 
C18 
Metanol in 0,2 % vodna raztopina 
amonijevega hidroksida; gradientni 
program 
(45) 
HPLC-
APCI-
QqQ 
11 kanabinoidov 
vključno z THC, 
THC-OH, THC-
COOH in CBD 
PP in 
kolonska 
ekstrakcija 
»on-line« 
Poroshell 
Eclipse C18 
(4,6 mm × 50 
mm; 2,7 μm) 
Voda (0,1 % mravljinčna kislina) in 
izopropanol : metanol : acetonitril 
(2 : 2 : 6); gradientni program 
(46) 
SPE – ekstrakcija na trdnem nosilcu, PP – obarjanje proteinov, LLE – ekstrakcija tekoče-tekoče 
 
 
  
                                               
1 HILIC – tekočinska kromatografija hidrofilnih interakcij  
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2 Namen 
Številni avtorji navajajo klinične dokaze, da lahko CBD lajša epilepsijo pri odraslih in 
otrocih, ki trpijo za refraktarnimi epilepsijami, epileptičnimi sindromi ali epileptičnimi 
encefalopatijami.(20) Dodatek drugih kanabinoidov v nizkih odmerkih, npr. THC, ali 
uporaba ekstrakta konoplje, obogatenega s CBD, ima ugodne sinergistične učinke. Pri 
izvajanju kliničnih študij za optimalne rezultate ni dovolj samo opazovalno vrednotenje 
učinkov, ampak potrebujemo metode, s katerimi lahko merimo koncentracijo zdravilnih 
učinkovin v bioloških tkivih. Tako lahko vrednotimo farmakokinetične, farmakodinamične 
in toksikološke lastnosti zdravilnih učinkovin. 
V okviru magistrske naloge bomo razvili metodo za merjenje koncentracij CBD in THC 
ter nekaterih njunih metabolitov v človeški krvni plazmi, ki bo ustrezala namenom klinične 
študije zdravljenja refraktarne epilepsije pri otrocih. Do sedaj razvite metode ponujajo 
dobro izhodišče, vendar imajo pogosto neustrezno koncentracijsko območje. 
Najprej se bomo posvetili razvoju UHPLC-MS/MS metode, s katero želimo doseči čim 
boljšo občutljivost in selektivnost analitov. Metoda mora imeti dovolj široko 
koncentracijsko območje, da bo ustrezala realnim koncentracijam CBD, THC ter njunih 
metabolitov v krvni plazmi. Posebno pozornost bomo namenili pripravi vzorca, kjer bomo 
preizkusili večje število ekstrakcijskih tehnik. S pomočjo S9 frakcije bomo poskušali 
pripraviti ključne metabolite CBD, s katerimi bi lahko ovrednotili selektivnost naše metode 
pri realnih vzorcih. Pri vrednotenju metode se bomo ravnali po smernicah FDA za 
validacijo bioanaliznih metod in načelih Matuszewskega za oceno učinka matrice v 
masnem detektorju. 
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3 Materiali in metode 
3.1 Materiali 
3.1.1 Biološki materiali 
Plazma – Človeško plazmo šestih zdravih prostovoljcev smo pridobili na Zavodu 
Republike Slovenije za transfuzijsko medicino. Po prejetju smo jo odtalili, razdelili v 15-
mililitrske centrifugirke in ponovno zmrznili pri –20 °C. Pred vsako uporabo smo plazmo 
odtalili pod tekočo vodo s temperaturo približno 15 °C in pustili na pultu, da se je segrela 
na sobno temperaturo. Nato smo različne serije plazem prenesli v novo centrifugirko in 
nežno premešali. Razen pri vrednotenju relativnega učinka matrice, kjer smo uporabljali 
posamezne serije plazme, smo pri večini poskusov uporabljali mešanico vseh šestih serij 
plazme (preglednica II). Za uporabo človeške krvne plazme v razvojne analizne namene 
ima naša raziskovalna skupina pridobljeno soglasje Komisije za medicinsko etiko RS 
(št.77/01/07). 
Preglednica II: Serije in datumi odvzema plazem 
 1 2 3 4 5 6 
Serija: 2801890 2513809 2562659 2801902 2572549 2559696 
Datum 
odvzema: 
5. 7. 2019 24. 1. 2017 24. 1. 2017 5. 7. 2019 30. 1. 2017 13. 12. 2016 
 
Človeška jetrna S9 frakcija (Sigma-aldrich, Nemčija) – koncentracija encimov: 
~ 20 mg/mL; hranjena v zamrzovalniku pri –80 °C.  
3.1.2 Standardi 
– CBD (kanabidiol); metanolna raztopina v ampuli s koncentracijo 1,0 mg/mL 
(Cerilliant, ZDA); M = 314,5 g/mol, 
– CBD-d3 (kanabidiol-d3); metanolna raztopina v ampuli s koncentracijo 100 µg/mL 
(Cerilliant, ZDA); M = 317,5 g/mol, 
– Karbamazepin (Sigma-aldrich, Nemčija); M = 236,27 g/mol, 
– Metoprololijev tartrat (2 : 1) (RTC, ZDA); M = 684,824 g/mol, 
– Natrijev diklofenak (Sigma-aldrich, Nemčija); M = 318,129 g/mol, 
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– THC ((-)-Δ9-tetrahidrokanabinol); metanolna raztopina v ampuli s koncentracijo 
1,0 mg/mL (Cerilliant, ZDA); M = 314,5 g/mol, 
– THC-COOH ((±)-11-nor-9-karboksi-Δ9-tetrahidrokanabinol); metanolna raztopina 
v ampuli s koncentracijo 1,0 mg/mL (Cerilliant, ZDA); M = 344,4 g/mol, 
– THC-COOH-d3 ((±)-11-nor-9-karboksi-Δ9-tetrahidrokanabinol-d3); metanolna 
raztopina v ampuli s koncentracijo 100 µg/mL (Cerilliant, ZDA); M = 347,5 g/mol, 
– THC-d3 ((-)-Δ9-tetrahidrokanabinol-d3); metanolna raztopina v ampuli s 
koncentracijo 100 µg/mL (Cerilliant, ZDA); M = 317,5 g/mol, 
– THC-OH ((±)-11-hidroksi-Δ9-tetrahidrokanabinol); metanolna raztopina v ampuli s 
koncentracijo 100 µg/mL (Cerilliant, ZDA); M = 330,5 g/mol. 
3.1.3 Reagenti 
– Acetonitril – CH3CN; HPLC in LC-MS čistosti (Honeywell, Nemčija), 
– Amonijev acetat – C2H7NO2 (Merck KGaA, Nemčija), 
– Amonijev fluorid – NH4F (Sigma-aldrich, Nemčija), 
– Vodna raztopina amonijaka – (25 % NH3(aq)) (Sigma-aldrich, Nemčija), 
– Etilacetat – CH3COOCH2CH3 (Honeywell, Nemčija), 
– Fosforna kislina 85 % – H3PO4 (Merck KGaA, Nemčija), 
– Izopropanol – CH3CHOHCH3 (Sigma-aldrich, Nemčija), 
– Kalijev dihidrogenfosfat – KH2PO4 (Merck KGaA, Nemčija), 
– Kalijev klorid – KCl (Merck KGaA, Nemčija), 
– Klorovodikova kislina – HCl, Titrisol® (Merck KGaA, Nemčija), 
– Magnezijev klorid heksahidrat – MgCl2·6H2O (Sigma-aldrich, Nemčija), 
– Metanol – CH3OH; HPLC in LC-MS čistosti (Honeywell, Nemčija), 
– Mravljinčna kislina – HCOOH (Merck KGaA, Nemčija), 
– NADPH – tetra(cikloheksilamonijeva) sol; (Sigma-aldrich, Nemčija), 
– Natrijev hidrogenfosfat dodekahidrat – Na2HPO4·12H2O (Merck KGaA, Nemčija), 
– Natrijev hidroksid – NaOH, Titrisol® (Merck KGaA, Nemčija), 
– n-Heksan – CH3(CH2)4CH3 (Sigma-aldrich, Nemčija), 
– Ocetna kislina – CH3COOH (Sigma-aldrich, Nemčija), 
– Pufrne raztopine za umerjanje pH metra s pH = 2, pH = 4, pH = 7 in pH =10 
(Merck KGaA, Nemčija), 
– Terc-butil metil eter – (CH3)3COCH3 (Honeywell, Nemčija), 
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– UDPGA, trinatrijeva sol; (Sigma-aldrich, Nemčija), 
– Voda, demineralizirana, Fakulteta za farmacijo, Ljubljana, 
– Voda, mili-Q (MQ voda) – pripravljena z Milli-Q Advantage A10 Ultrapure Water 
Purification System (Millipore, ZDA), Fakulteta za farmacijo, Ljubljana. 
3.1.4 Mobilne faze in topila 
Mobilne faze in topila smo pripravljali vsak dan sproti. Vse volumne smo merili z 
merilnimi valji ali polavtomatskimi pipetami. Uporabljali smo demineralizirano vodo, 
razen če ni v postopku navedeno drugače. 
0,025 % in 0,1 % ocetna kislina – V 1-litrsko bučo smo nalili približno 500 mL MQ vode 
in s pipeto dodali 250 μL ali 1000 μL ocetne kisline. Z MQ vodo smo dopolnili do oznake 
in premešali. 
0,05 % mravljinčna kislina – V 1-litrsko bučo smo nalili približno 500 mL MQ vode in s 
pipeto dodali 500 μL mravljinčne kisline. Z MQ vodo smo dopolnili do oznake in 
premešali. 
0,1 % in 4 % fosforna kislina – V 100-mililitrsko bučko smo nalili približno 50 mL vode 
in s pipeto dodali 118 µL oziroma 4,7 mL koncentrirane fosforne kisline (85 %). Z vodo 
smo dopolnili do oznake in premešali. 
0,1 M kalijev dihidrogen fosfat, pH 6,0 : metanol (95 : 5) – V 100-mililitrsko čašo smo 
odmerili 95 mL 0,1 M kalijevega dihidrogen fosfata s pH 6,0. Dodali smo 5 mL metanola 
in z magnetnim mešalom dobro premešali. Nato smo zmes prelili v erlenmajerico z 
obrusom ter zaprli z zamaškom. 
0,1 mM, 0,2 mM, 0,3 mM in 0,4 mM amonijev fluorid – Natehtali smo 74 mg 
amonijevega fluorida, ga kvantitativno prenesli v 1-litrsko bučo in dopolnili do oznake z 
MQ vodo. 50, 100, 150 ali 200 mL pripravljene raztopine smo prenesli v 1-litrsko bučo, 
dopolnili do oznake z MQ vodo in dobro premešali. 
0,5 % mravljinčna kislina v metanolu – V 100-mililitrsko čašo smo odmerili 99,5 mL 
metanola. Dodali smo 500 μL mravljinčne kisline in z magnetnim mešalom dobro 
premešali. Nato smo zmes prelili v erlenmajerico z obrusom ter zaprli z zamaškom. 
15 % in 80 % acetonitril – V 100-mililitrsko bučko smo odmerili 15 mL oziroma 80 mL 
acetonitrila, z vodo dopolnili do oznake in premešali. 
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5 % amonijak – V 100-mililitrsko bučko smo nalili približno 50 mL vode in dodali 20 mL 
raztopine amonijaka (25% NH3(aq)). Z vodo smo dopolnili do oznake in premešali. 
5 %, 15 % in 50 % metanol – V 100-mililitrsko bučko smo odmerili 5 mL, 15 mL 
oziroma 50 mL metanola, z vodo dopolnili do oznake in premešali. 
5 mM amonijev acetat : metanol (3 : 7) – Natehtali smo 385 mg amonijevega acetata, ga 
kvantitativno prenesli v 1-litrsko bučo in dopolnili do oznake z vodo. V 100-mililitrsko 
čašo smo odmerili 30 mL pripravljenega pufra. Dodali smo 70 mL metanola ter z 
magnetnim mešalom dobro premešali. Nato smo zmes prelili v erlenmajerico z obrusom 
ter zaprli z zamaškom. 
Acetonitril : metanol (9 : 1) – V 100-mililitrsko čašo smo odmerili 90 mL acetonitrila. 
Dodali smo 10 mL metanola in z magnetnim mešalom dobro premešali. Nato smo zmes 
prelili v erlenmajerico z obrusom ter zaprli z zamaškom. 
Etilacetat : izopropanol (85 : 15) – V 100-mililitrsko čašo smo odmerili 85 mL 
etilacetata. Dodali smo 15 mL izopropanola in z magnetnim mešalom dobro premešali. 
Nato smo zmes prelili v erlenmajerico z obrusom ter zaprli z zamaškom.  
Fosfatni pufri - Vse fosfatne pufre smo pripravili po enakem postopku. Natehtali smo 
ustrezno maso soli (fosfata) in jo kvantitativno prenesli v 1-litrsko čašo. Dodali smo 
približno 950 mL vode, mešali na magnetnem mešalu in z 0,1 M NaOH oziroma 0,1 M 
HCl uravnali pH na ustrezno vrednost. Raztopino smo prenesli v 1-litrsko bučo in dopolnili 
do oznake z vodo. 
– 0,05 M kalijev dihidrogen fosfat, pH = 7,4 – pufer A pH 7,4 
6,8 g KH2PO4; uravnali pH z 0,1 M NaOH na 7,4, 
– 0,1 M kalijev dihidrogen fosfat, pH = 12,0 – pufer B pH 12,0 
13,6 g KH2PO4; uravnali pH z 0,1 M NaOH na 12,0, 
– 0,1 M kalijev dihidrogen fosfat, pH = 6,0 – pufer C pH 6,0 
13,6 g KH2PO4; uravnali pH z 0,1 M NaOH na 6,0, 
– 0,1 M natrijev dihidrogen fosfat, pH = 7,4 – pufer D pH 7,4 
35,8 g Na2HPO4·12H2O; uravnali pH z 0,1 M HCl na 7,4.  
Heksan : etilacetat (95 : 5) in (90 : 10) – V 100-mililitrsko čašo smo odmerili 95 mL 
oziroma 90 mL heksana. Dodali smo 5 mL oziroma 10 mL etilacetata in z magnetnim 
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mešalom dobro premešali. Nato smo zmes prelili v erlenmajerico z obrusom ter zaprli z 
zamaškom.  
Mravljinčna kislina : acetonitril (5 : 95) – V 100-mililitrsko čašo smo odmerili 95 mL 
acetonitrila. Dodali smo 5 mL mravljinčne kisline in z magnetnim mešalom dobro 
premešali. Nato smo zmes prelili v erlenmajerico z obrusom ter zaprli z zamaškom. 
Mravljinčna kislina : metanol : acetonitril (2 : 49 : 49) – V 100-mililitrsko čašo smo 
odmerili 49 mL acetonitrila. Dodali smo 49 mL metanola in 2 mL mravljinčne kisline ter z 
magnetnim mešalom dobro premešali. Nato smo zmes prelili v erlenmajerico z obrusom 
ter zaprli z zamaškom.  
Rekonstitucijsko topilo – 5 mM amonijev acetat : metanol (2 : 8) – Natehtali smo 
385 mg amonijevega acetata, ga kvantitativno prenesli v 1-litrsko bučo in dopolnili do 
oznake z vodo. V 100-mililitrsko čašo smo odmerili 20 mL pripravljenega pufra. Dodali 
smo 80 mL metanola ter z magnetnim mešalom dobro premešali. Nato smo zmes prelili v 
erlenmajerico z obrusom ter zaprli z zamaškom. 
3.1.5 Naprave in pribor 
– Centrifuga Centric 322A (Tehtnica, Slovenija), 
– Centrifuga Eppendorf 5415R (Eppendorf, Nemčija), 
– Filter: Captiva 0,45 μm PVDF (Agilent, ZDA), 
– Laboratorijski inventar: čaše, merilne bučke, tehtiči, merilni valji, viale, inserti za 
viale, merilni valji, Parafilm® M, spatule in pH papir, 
– Magnetno mešalo HI 190M (Hanna instruments, Portugalska), 
– pH meter SevenCompact (Mettler Toledo, Švica), 
– Pipetni nastavki različnih velikosti (Brand, Nemčija), 
– Plastične mikrocentrifugirke (Isolab, Nemčija), 
– Polavtomatske pipete 2–20 µL, 20–200 µL, 100–1000 µL, 500–5000 µL 
(Eppendorf, Nemčija) , 
– Programska oprema MassHunter (Agilent, ZDA), 
– SLE kolone: ChemElut (Agilent, ZDA), Novum SLE (Phenomenex, ZDA), 
– SPE črpalka: Vakuumska črpalka DOA-P504-BN (Gast, ZDA), 
– SPE kolone: Supelclean® LC-8, Supelclean® LC-Ph, Supelclean® LC-SAX 
(Supelco, ZDA); Bondelut C8, Bondelut C18, Bondelut certify, Bondelut certify II, 
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Captiva ND Lipids 96-well plate, Captiva EMR-Lipid (Agilent, ZDA); Sep-Pak 
C18 Vac, Oasis HLB, Oasis HLB prime, Oasis μelution MAX 96-well plate 
(Waters, ZDA); HyperSep® Retain AX (Thermo Fisher Scientific, ZDA); 
HybridSPE 96-well plate (Sigma-aldrich, Nemčija); StrataX, Strata X-A, Strata-X-
Drug B, (Phenomenex, ZDA), 
– Orbitalni stresalnik Vibromix 403EVT (Tehtnica, Slovenija), 
– Tehtnica AG245 (Mettler Toledo, Švica), 
– Temperaturni stresalnik Heatmix (Tehtnica, Slovenija), 
– TurboVap® LV (Caliper, ZDA), 
– TurboVap® 96 (Caliper, ZDA), 
– HPLC kolone: Kinetex C18, 50 mm × 2,1 mm, velikost delcev 2,6 μm z velikostjo 
por 100 Å in Kinetex C18, 100 mm × 2,1 mm, velikost delcev 2,6 μm z velikostjo 
por 100 Å (Phenomenex, ZDA), 
– HPLC predkolona: Phenomenex C18, 4 mm × 2 mm (Phenomenex, ZDA), 
– UHPLC-MS/MS sistem: UHPLC Agilent Infinity 1290 sklopljen z vakuumskim 
razplinjevalcem mobilne faze, binarno črpalko, avtomatskim vzorčevalnikom, 
termostatom in 6460 trojnim kvadrupolnim masnim spektrometrom (Agilent, 
ZDA), 
– Ultrazvočna kopel Sonis 4 (Iskra, Slovenija), 
– Vakuumski SPE zbiralnik Visiprep® (Supelco, ZDA), 
– Vibracijski stresalnik Vibromix 114EV (Tehtnica, Slovenija). 
3.2 Analizna metoda 
3.2.1 Razvoj tekočinske kromatografije  
Optimizirali smo naslednje kromatografske pogoje: 
– Kolona – Preizkusili smo koloni Kinetex C18 (50 mm × 2,1 mm, velikost delcev 
2,6 μm z velikostjo por 100 Å) in Kinetex C18 (100 mm × 2,1 mm, velikost delcev 
2,6 μm z velikostjo por 100 Å). 
– Temperatura kolone. 
– Vodna mobilna faza (MF A) – Preizkusili smo 0,05 % mravljinčno kislino in 
amonijev fluorid s koncentracijami 0,1, 0,2, 0,3 in 0,4 mM. 
– Organska mobilna faza (MF B) – Preizkusili smo acetonitril in metanol. 
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– Gradient - Optimizirali smo ga tako, da omogoča čim boljšo ločbo med samimi 
analiti in med analiti in komponentami matrice. 
– Volumen injiciranja – Preizkusili smo volumne od 1 μL do 5 μL. 
3.2.2 Optimizacija pogojev masnega spektrometra  
Pogoje masnega spektrometra smo optimizirali s programsko opremo Optimizer z 
direktnim injiciranjem analitov in internih standardov s koncentracijo 5 mg/L.  
3.2.3 Končni pogoji 
Analite smo ločili na analitski koloni Kinetex C18 (50 mm × 2,1 mm, velikost delcev 
2,6 μm z velikostjo por 100 Å) s predkolono Phenomenex C18 (4 × 2 mm). Injicirali smo 
3 μL vzorca in pretok mobilne faze vzdrževali na 0,650 mL/minuto. Temperaturo 
avtomatskega vzorčevalnika smo vzdrževali pri 10 °C, temperaturo kolone pa pri 37 °C. 
Mobilno fazo A je sestavljal 0,2 mM amonijev fluorid, mobilno fazo B pa acetonitril. 
Ločbo smo izvedli z gradientnim programom, ki je podan v preglednici III. Tok mobilne 
faze smo na masni spektrometer preusmerili med 1. in 2,9. minuto, celokupni čas analize 
pa je znašal 4,1 minute. 
Preglednica  III: Gradientni program 
Čas 
[min] 
Delež 
mobilne 
faze A 
[%] 
Delež 
mobilne 
faze B 
[%] 
0,00 70,0 30,0 
0,30 50,0 50,0 
1,00 40,0 60,0 
1,50 30,0 70,0 
2,00 20,0 80,0 
2,10 20,0 80,0 
2,20 5,0 95,0 
3,40 5,0 95,0 
3,50 70,0 30,0 
 Na masnem spektrometru smo analizirali z AJS (Agilent JetStream®) ESI ionskim 
izvorom v pozitivnem in negativnem načinu ionizacije. Za analizo smo uporabili 
multirezidualno analizo – MRM. Glavne nastavitve masnega spektrometra so podane v 
preglednicah IV in V. Za kvantifikacijo analitov smo uporabili najintenzivnejši masni 
prehod, drugi pa je služil za dodatno potrditev identitete vrha. Čas vzorčenja enega m/z je 
bil pri vseh analitih in IS 10 ms. Širina masne ločljivosti na prvem kvadrupolu je bila pri 
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THC-OH in THC-COOH nastavljena na »Widest« oziroma 2,5 Da, pri ostalih analitih in 
IS pa na »Wide«, kar ustreza 1,2 Da. Širina masne ločljivosti na drugem kvadrupolu je bila 
pri vseh analitih in IS nastavljena na »Widest«. 
Preglednica IV: Nastavitve ionskega izvora 
 
 
 
 
Preglednica V: Nekatere nastavitve masnega spektrometra in retencijski čas analitov 
Analit 
Prekurzorski 
ion 
Hčerinski ioni 
Napetost 
fragmentorja [V] 
Kolizijska 
energija [V] 
Polarnost Rt [min] 
CBD 313,2 311,2; 179,1* 180 21, 17 neg 1,92 
THC 313,2 245,2; 311,2* 180 21, 21 neg 2,28 
THC-OH 331,2 313,3; 271,2* 100 9, 9 poz 1,47 
THC-COOH 343,2 299,2; 245,2* 180 17, 29 neg 1,26 
CBD-d3 316,2 314,2; 248,2* 180 17, 21 neg 1,92 
THC-d3 316,2 248,2; 314,2* 180 21, 17 neg 2,28 
THC-COOH-d3 346,2 302,2; 248,2* 180 17, 25 neg 1,26 
 *sekundarni masni prehod je namenjen dodatni potrditvi identitete vrha 
 
3.3 Priprava vzorca 
Priprava vzorca je pri vzorcih biološkega izvora izjemno pomembna, saj lahko endogene 
snovi iz vzorca vplivajo na točnost, občutljivost in ponovljivost detekcije analitov. Na 
začetku smo pri razvoju priprave vzorca preizkusili večje število ekstrakcijskih metod, ki 
smo jih v naslednjih korakih optimizirali in na koncu izbrali najustreznejšo. Preizkusili 
smo 5 različnih tekočinskih ekstrakcij, 18 vrst kartuš za ekstrakcijo na trdnem nosilcu 
(SPE), en filter in 2 kartuši za podprto tekočinsko ekstrakcijo (SLE). Začetno presajanje 
metod smo izvedli z obogatenimi pufrnimi raztopinami, kasneje pa smo izbrane 
optimizirane metode vrednotili z obogatenimi plazemskimi vzorci. Analita THC-OH in 
THC-COOH ter interne standarde smo vključili šele pri končni optimizaciji metode.  
Parameter ionskega izvora Vrednost 
Temperatura sušilnega plina [°C] 300 
Pretok sušilnega plina [L/min] 5 
Tlak razpršilnega plina [psi] 45 
Temperatura plaščnega plina [°C] 250 
Pretok plaščnega plina [L/min] 11 
Napetost na kapilari [V] 3500 
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3.3.1 Priprava raztopin 
3.3.1.1 Obogatena pufrna raztopina THC in CBD (c = 100 μg/L)  
V skupno 10-mililitrsko bučko smo odpipetirali 100 μL terciarne osnovne raztopine THC 
in CBD (glejte poglavje 3.5.1.1.) s koncentracijama 10 mg/L in dopolnili do oznake s 
pufrom A pH 7,4.  
3.3.1.2 Obogatene plazemske raztopine THC in CBD (c = 100 μg/L) 
Vzorce smo z ustreznimi volumni pripravili po sorodnem postopku kot kontrolne vzorce v 
poglavju 3.5.1.4. V skupni centrifugirki smo plazmi dodali delovno raztopino s 
koncentracijo CBD in THC 2 mg/L v razmerju plazma : delovna raztopina = 475 : 25. 
Količine smo pripravili glede na število vzorcev. 
3.3.1.3 Raztopine za poznejše bogatenje 
Raztopine za poznejše bogatenje smo z ustreznimi volumni pripravili po enakem postopku 
kot v poglavju 3.5.1.5. Za večino ekstrakcij smo raztopine pripravili s koncentracijo 
500 μg/L, medtem ko smo jo za Oasis μelution MAX pripravili s koncentracijo 1500 μg/L. 
3.3.2 Izbira metode 
Seznam vseh preizkušenih kartuš, filtrov in tekočinskih ekstrakcij se nahaja v preglednici 
VI. Pufrne vzorce smo primerjali relativno med seboj, glede na najboljši odziv. Pri 
plazemskih vzorcih pa smo enako kot v poglavju 3.5.6. izračunali izkoristek, absolutni 
učinek matrice in učinkovitost ekstrakcije, ki vključuje oba prej omenjena parametra. V ta 
namen smo pripravili ekstrakte neobogatene plazme, ki smo jih rekonstituirali z 
raztopinami za poznejše bogatenje. Pri Oasis μelution MAX smo eluatu namesto 50 μL 
metanola dodali 50 μL raztopine za poznejše bogatenje, rezultate pa smo vrednotili proti 
raztopini za poznejše bogatenje, ki smo jo razredčili v razmerju 1 : 1 z rekonstitucijskim 
topilom. 
𝑢č𝑖𝑛𝑘𝑜𝑣𝑖𝑡𝑜𝑠𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘𝑐𝑖𝑗𝑒 [%] =  
𝑜𝑑𝑧𝑖𝑣 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘𝑡𝑎 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑎
𝑜𝑑𝑧𝑖𝑣 𝑟𝑎𝑧𝑡𝑜𝑝𝑖𝑛𝑒 𝑧𝑎 𝑝𝑜𝑧𝑛𝑒𝑗š𝑒 𝑏𝑜𝑔𝑎𝑡𝑒𝑛𝑗𝑒
× 100 
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Preglednica VI: Seznam vseh preizkušenih kartuš, filtrov in tekočinskih ekstrakcij 
Ime Mehanizem 
Tip 
polnila 
Količina polnila 
[mg] 
Velikost 
[mL] 
Ekstrakcija na trdnem nosilcu 
StrataX RP P 60 3 
Supelclean LC-8 RP S 100 1 
Supelclean LC-Ph RP S 100 1 
Bondelut C8 RP S 100 1 
Bondelut C18 RP S 200 3 
Sep-Pak C18 Vac RP S 200 3 
Oasis HLB Prime RP/PT P 60 3 
Oasis HLB RP P 60 3 
HyperSep retain AX RP + SAX P 60 3 
Supelclean LC-SAX RP + SAX S 500 3 
Bondelut certify RP + SCX S 130 3 
Bondelut certify II RP + SAX S 200 3 
Oasis μelution MAX 96-well 
plošča 
RP + SAX P 2 - 
Strata X-A RP + WAX P 200 3 
Strata-X-Drug-B RP + SCX P 60 6 
Captiva ND lipids 96-well plošča PT - - 1 
HybridSPE 96-well plošča PT S 50 2 
Captiva EMR-lipid PT - 300 3 
Ekstrakcija tekoče-tekoče 
TBME E - - - 
Heksan : etilacetat (9 : 1) E - - 
 
Heksan : etilacetat (8 : 2) E - - - 
Heksan : etilacetat (5 : 5) E - - - 
Heksan : etilacetat (7 :2 ) E - - - 
Filter 
Captiva 0.45 μ PVDF F P - 3 
Podprta tekočinska ekstrakcija 
Novum SLE E - - 6 
Agilent ChemElut E - - 5 
a E – tekočinska ekstrakcija, RP – reverznofazni, PT – »pass-through«, F – filtracija, SAX – močan anionski 
izmenjevalec, WAX – šibek anionski izmenjevalec, SCX – močan kationski izmenjevalec. 
b P – polimernega tipa; S – silikatnega tipa 
3.3.2.1 Splošni protokoli ekstrakcij 
V nadaljevanju so podani splošni protokoli, ki smo se jih držali pri izvajanju metod, 
podrobnejše informacije pa so podane v prilogi 1. Na začetku smo se pri izvedbi metod 
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držali osnovnih postopkov proizvajalcev, kasneje v procesu razvoja pa smo metode na 
podlagi rezultatov optimizirali. Ekstrakcije smo izvajali v dveh paralelkah. 
Reverznofazni SPE in SPE mešanega tipa: StrataX, Supelclean LC-8, Supelclean LC-Ph, 
Bondelut C8, Bondelut C18, Sep-Pak C18 Vac, Oasis HLB Prime, Oasis HLB, Strata-X-
Drug-B, Supelclean LC-SAX, Strata X-A, HyperSep retain AX, Oasis μelution MAX, 
Bondelut certify, Bondelut certify II 
Pri izvajanju ekstrakcij smo se držali naslednjega protokola:  
1. Predpriprava vzorca – V 1,5-mililitrsko mikrocentrifugirko smo odpipetirali 550 μL 
obogatene pufrne/plazemske raztopine THC in CBD ter 550 μL ustreznega pufra 
(priloga 1). Na vibracijskem stresalniku smo stresali 30 sekund.  
2. Aktivacija kartuše – Ustrezno količino organskega topila (priloga 1) smo nanesli na 
kartušo brez podtlaka v zbiralniku. Po nanosu smo prižgali vakuumsko črpalko in 
hitrost prehajanja topila uravnali na dve kapljici na sekundo.  
3. Uravnoteženje sistema – Preden je aktivacijsko topilo prešlo zgornjo mejo sorbenta 
smo dodali ustrezen pufer (priloga 1) za uravnoteženje sistema. Hitrost prehajanja 
smo uravnali na dve kapljici na sekundo. Pri tem smo pazili, da se sorbent ne bi 
osušil. 
4. Nanos vzorca – Preden je pufer za uravnoteženje sistema prešel zgornjo mejo 
sorbenta smo na kartušo nanesli predpripravljen vzorec. Hitrost prehajanja smo 
uravnavali na eno kapljico na sekundo.  
5. Spiranje – Na kartušo smo nanesli ustrezen volumen pufra/topila in hitrost 
prehajanja uravnali na 2 kapljici na sekundo. 
6. Sušenje kartuše – Sušili smo 30 minut pri podtlaku –40 mmHg. 
7. Elucija – Za izboljšanje elucije analita smo predpisan volumen elucijskega topila 
(priloga 1) nanesli v dveh polovičnih volumnih. Pri vsakem nanosu smo elucijsko 
topilo pustili na sorbentu eno minuto preden smo prižgali črpalko in hitrost 
prehajanja uravnali na 0,5–1 kapljico na sekundo. Eluat smo zbrali v stekleni 
epruveti, razen v primeru Oasis μelution MAX, ko smo zbirali v podstavku z 96 
vdolbinicami. 
8. Sušenje eluata – Eluat smo v TurboVapu pri 60 °C in pretoku dušika 2–5 psi 
posušili do suhega. Običajen čas trajanja sušenja je bil 30 minut. Pri Oasis μelution 
MAX eluata nismo sušili, ampak smo ga direktno prenesli v insert in vialo. 
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9. Rekonstitucija – V stekleno epruveto smo dodali 100 μL rekonstitucijskega topila 
in stresali na vibracijskem stresalniku eno minuto. 80 μL vzorca smo prenesli v 
stekleni insert. Če je bila raztopina motna, smo insert v mikrocentrifugirki 
centrifugirali 5 minut pri 10000 × g. Insert smo nato vstavili v vialo in vzorce 
hranili do analize v avtomatskem vzorčevalniku pri 4 °C. Analizirali smo jih v roku 
24 ur. 
»pass-through« SPE: Oasis HLB Prime PT protokol, Captiva ND lipids, Captiva EMR-
lipid, HybridSPE 
Vzorec smo nanesli direktno na kartušo in dodali ustrezen volumen ledeno mrzlega topila, 
ki smo ga hladili na ledeni kopeli. Vse skupaj smo intenzivno premešali s pipeto s 
trikratnim zaporednim polnjenjem in praznjenjem pipetnega nastavka. Za tem smo 
priključili vakuumsko črpalko in hitrost prehajanja uravnali na 0,5–1 kapljico na sekundo. 
Vzorec smo zbirali v podstavek z 96 vdolbinicami ali stekleno epruveto, ga posušili v 
TurboVapu (2 psi dušika, 50 °C, do suhega) in ponovno raztopili v 100 μL 
rekonstitucijskega topila. Podstavek smo pokrili z namenskim pokrovom in mešali na 
orbitalnem stresalniku 5 minut pri 100 obratih na minuto. V primeru epruvete smo dodali 
100 μL rekonstitucijskega topila in stresali na vibracijskem stresalniku 1 minuto. 80 μL 
vzorca smo prenesli v insert, vstavili v vialo in hranili do analize v avtomatskem 
vzorčevalniku pri 4 °C. Analizirali smo jih v roku 24 ur. 
Ekstrakcija tekoče-tekoče: s TBME in z zmesjo heksana ter etilacetata v različnih 
razmerjih  
V stekleno epruveto smo prenesli ustrezen volumen vzorca, tako da je ustrezal 500 μL 
neredčenega vzorca in dodali ekstrakcijsko topilo. Zmes smo stresali eno minuto na 
vibracijskem stresalniku in dve uri na orbitalnem stresalniku. Organsko fazo smo prenesli 
v svežo epruveto in vsebino posušili na TurboVapu (2 psi dušika, 50 °C, 30 minut oziroma 
do suhega). Suho vsebino smo ponovno raztopili s 100 μL rekonstitucijskega topila in 
stresali na vibracijskem stresalniku 1 minuto. 80 μL vzorca smo prenesli v insert, ga 
vstavili v vialo in vzorce hranili do analize v avtomatskem vzorčevalniku pri 4 °C. 
Analizirali smo jih v roku 24 ur. 
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Podprta tekočinska ekstrakcija: Agilent ChemElut  
Vzorec smo pripravili tako, da smo v 1,5-mililitrsko mikrocentrifugirko dodali 500 μL 
obogatene pufrne raztopine THC in CBD in 3500 mL pufra A s pH 7,4. Vzorec smo na 
vibracijskem stresalniku mešali 10 sekund. Nato smo ga nanesli na kartušo in počakali 5 
minut, da se je vzorec adsorbiral na sorbent. Elucijo smo izvedli s 3 × 4 mL TBME pri 
ustreznem podtlaku, ki je omogočal hitrost prehajanja 1 mL/minuto. 
Podprta tekočinska ekstrakcija: Novum SLE 
Vzorec smo pripravili tako, da smo v 1,5-mililitrsko mikrocentrifugirko dodali 500 μL 
obogatene plazemske raztopine THC in CBD in 500 mL pufra A s pH 7,4. Vzorec smo na 
vibracijskem stresalniku mešali 10 sekund ter ga 400 μL nanesli na kartušo. Nato smo 
počakali 5 minut, da se je vzorec adsorbiral na sorbent. Elucijo smo izvedli z 2 × 0,9 mL 
TBME pri ustreznem podtlaku, ki je omogočal hitrost prehajanja 1 mL/minuto. 
3.3.3 Optimizacija izbrane metode 
Optimizacijo smo izvajali z vsemi analiti in internimi standardi. 
3.3.3.1 Predpriprava vzorca 
Najprej smo preverili vpliv priprave vzorca na pojav geliranja. Preverili smo ekstrakcije 
brez predpriprave vzorca, z redčenjem 1 : 1 s pufrom A pH 7,4, z redčenjem v razmerju 
1 : 1 s 4-odstotno fosforno kislino in z redčenjem v razmerju 1 : 1 z 0,1-odstotno fosforno 
kislino. 
Nato smo preverili vpliv nakisanja z dvema različnima kislinama: z redčenjem v razmerju 
1 : 1 z 0,1-odstotno fosforno kislino in z redčenjem v razmerju 1 : 1 s 25-odstotno ocetno 
kislino. Raztopino kisline smo dodali direktno k vzorcu v 15-mililitrsko centrifugirko. 
3.3.3.2 Izbira vsebnika za ekstrakcijo 
Po tri paralelke smo pripravili v stekleni epruveti in v plastični centrifugirki. Primerjali 
smo odziv in ponovljivost vzorcev. 
3.3.3.3 Čas mešanja 
Preverili smo vpliv časa mešanja na izkoristek ter ponovljivost ekstrakcije. Po eno 
paralelko smo ustavili po 30-, 45-, 60-, 90- in 120-minutnem mešanju in takoj nadaljevali s 
postopkom priprave vzorca.  
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3.3.4 Končna metoda priprave vzorcev 
Postopek: 
1) V 15-mililitrsko centrifugirko prenesemo 500 μL vzorca/obogatene plazme. 
2) Dodamo 500 μL 0,1-odstotne vodne raztopine H3PO4 in mešamo 10 sekund na 
vibracijskem stresalniku. 
3) Dodamo 25 μL raztopine internih standardov in mešamo 10 sekund na vibracijskem 
stresalniku. 
4) Dodamo 4 mL zmesi topil heksana in etilacetata v razmerju 9 : 1. 
5) Mešamo 2 uri na orbitalnem stresalniku pri 200 obratih na minuto. 
6) Centrifugiramo 10 minut pri 4300 obratih na minuto (3000 × g) pri 25 °C. 
7) 3,5 mL supernatanta prenesemo v stekleno epruveto in posušimo do suhega na 
TurboVapu pri 50 °C in pritisku dušika 2–5 psi. 
8) Epruvete odstranimo iz TurboVapa in jih pustimo vsaj 15 minut na pultu, da se 
ohladijo na sobno temperaturo.  
9) Suh preostanek ponovno raztopimo z 150 μL rekonstitucijskega topila. Mešamo na 
vibracijskem stresalniku 1 minuto. 
10) 130 μL raztopljenega vzorca prenesemo v stekleni insert in vstavimo v vialo. 
3.4 Biosinteza metabolitov CBD 
3.4.1 Priprava raztopin 
3.4.1.1 Raztopina CBD za inkubacijo (c = 50 μM) 
V 1,5-mililitrsko stekleno vialo smo natehtali približno 1 mg kanabidiola in ga raztopili v 
1 mL metanola. Raztopino smo premešali na vibracijskem stresalniku in za 5 minut 
postavili na ultrazvok, oziroma dokler v raztopini ni bilo več opaznih delcev analita. 157 
µL pripravljene raztopine smo odpipetirali v 10-mililitrsko bučko in dopolnili do oznake s 
pufrom D s pH 7,4.  
3.4.1.2 Raztopina pozitivnih kontrol za inkubacijo 
V ločene steklene viale smo natančno natehtali približno 2 mg karbamazepina, 1 mg 
omeprazola, 3 mg metoprololijevega tartrata, 3 mg natrijevega diklofenakata in 5 mg 
raloksifena ter jih raztopili v 1 mL metanola. Pripravljene raztopine smo premešali na 
vibracijskem stresalniku in za 5 minut postavili na ultrazvok, oziroma dokler ni bilo več 
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opaznih delcev analita. Ustrezen volumen pripravljenih raztopin smo odpipetirali v 
10-mililitrsko bučko in dopolnili do oznake s pufrom D s pH 7,4 do končne koncentracije 
vsakega analita 0,033 mM. 
3.4.1.3 Raztopina UDPGA (c = 100 mM) 
V 1,5-mililitrsko mikrocentrifugirko smo natehtali 25 mg trinatrijeve soli uridindifosfat 
glukuronske kisline (UDPGA) in jo raztopili s 400 µL pufra D s pH 7,4.  
3.4.1.4 Raztopina magnezijevega (c = 30 mM) in kalijevega klorida (c = 450 mM)  
Natehtali smo 300 mg MgCl2·6H2O in 1,66 g KCl ter ju s pufrom D s pH 7,4 kvantitativno 
prenesli v skupno 50-mililitrsko bučko. Dopolnili smo do oznake in dobro premešali. 
3.4.1.5 Raztopina kofaktorjev z UDPGA (Kofaktorji 1) 
V plastično mikrocentrifugirko smo odpipetirali 60 µL raztopine UDPGA, 40 µL pufra D s 
pH 7,4 in 200 µL raztopine magnezijevih in kalijevih ionov. 5 sekund smo mešali na 
vibracijskem stresalniku in postavili na led. 
3.4.1.6 Raztopina kofaktorjev z NADPH (Kofaktorji 2) 
V plastično mikrocentrifugirko smo natehtali 3,5 mg NADPH (tetra(cikloheksilamonijeva) 
sol) in dodali 100 µL pufra D s pH 7,4 in 200 µL raztopine magnezijevih in kalijevih 
ionov. 5 sekund smo mešali na vibracijskem stresalniku in postavili na led. 
3.4.1.7 Raztopina kofaktorjev z NADPH in UDPGA (Kofaktorji 3) 
V plastično mikrocentrifugirko smo natehtali 3,5 mg NADPH (tetra(cikloheksilamonijeva) 
sol), dodali 60 µL raztopine UDPGA, 40 µL pufra D s pH 7,4 in 200 µL raztopine 
magnezijevih in kalijevih ionov. 5 sekund smo mešali na vibracijskem stresalniku in 
postavili na led. 
3.4.2 Postopek 
Pred začetkom smo encime odtalili pod tekočo vodo s temperaturo približno 15 °C in 
postavili na led.  
V plastično mikrocentrifugirko smo najprej dodali 40 µL S9 disperzije encimov, 110 µL 
pufra D s pH 7,4 in 300 µL raztopine substrata. Vzorec smo predinkubirali 5 minut pri 
37 °C v termostatiranem stresalniku pri 30 obratih na minuto. Vzorec smo nežno premešali 
na vibracijskem stresalniku in dodali 50 µL raztopine kofaktorjev, ki smo jo predhodno 5 
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minut termostatirali pri 37 °C. Po nekajsekundnem nežnem mešanju na vibracijskem 
stresalniku smo vzorčili 50 μL vzorca ob času t = 0 minut in postavili v termostatiran 
stresalnik pri 37 °C in 30 obratih na minuto. Ob času 30, 60 in 120 minut smo inkubat 5 
sekund nežno mešali na vibracijskem stresalniku in vzorčili 50 µL inkubata v plastično 
mikrocentrifugirko. Reakcijo smo zaključili z dodatkom 100 µL ledenomrzlega acetonitrila 
in intenzivno premešali na vibracijskem stresalniku 10 sekund. Vzorec smo centrifugirali 
15 minut pri 10000 × g in 80 µL supernatanta prenesli v insert v viali.  
Optimiziran postopek s podaljšanim časom inkubacije in višjo koncentracijo analita in 
encimov 
Inkubacijo smo izvedli po enakem postopku, opisanem v zgornjem odstavku, z manjšimi 
spremembami. V plastično mikrocentrifugirko smo najprej dodali 80 µL S9 frakcije, 327 
µL pufra D s pH 7,4, 33 µL raztopine magnezijevih in kalijevih ionov ter 10 µL 
acetonitrilne raztopine CBD, ki smo jo pripravili tako, da smo 12 mg CBD raztopili v 1 mL 
ACN. Poleg omenjenih časovnih točk smo vzorčili še po času 300, 500 in 1200 minut. Ob 
času 0, 300 in 500 minut smo k inkubatu dodali še 50 µL raztopine NADPH, ki smo jo 
pripravili po enakem postopku kot v poglavju 3.4.1.6., le da smo namesto raztopine 
magnezijevih in kalijevih ionov dodali pufer D s pH 7,4. 
3.4.2.1 Pozitivna kontrola 
Pravilno delovanje encimov in ustreznost postopka smo preverili s petimi spojinami, ki 
imajo poznan metabolizem in se v največji meri presnavljajo s specifičnimi jetrnimi encimi 
(preglednica VII). Posebej smo pripravili inkubacijsko zmes z raztopinami kofaktorji 1, 
kofaktorji 2 in kofaktorji 3.  
Preglednica VII: Encimi, učinkovine in značilni produkti metabolizma 
Encim Učinkovina Značilen produkt metabolizma 
CYP3A4 Karbamazepin Karbamazepin-10,11-epoksid(47) 
CYP2C19 Omeprazol Hidroksi-omeprazol(48) 
CYP2D6 Metoprolol Hidroksi-metoprolol(49) 
CYP2C Diklofenak 4'-hidroksi-diklofenak(25) 
UGT1A1, UGT1A8 
in UGT1A10 
Raloksifen 
raloksifen-6-glukuronid, raloksifen-4′-
glukuronid (50) 
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3.4.2.2 Negativna kontrola 
Negativno kontrolo smo pripravili tako za spojine iz pozitivne kontrole, kot tudi za CBD. 
Namesto encimov smo v inkubacijsko zmes dodali enak volumen pufra D s pH 7,4.  
3.4.2.3 Testni vzorci 
Inkubate s kanabidiolom smo posebej pripravili z raztopinami kofaktorji 1, kofaktorji 2 in 
kofaktorji 3. 
3.4.3 Analiza 
Vzorce smo analizirali s prilagojeno LC-MS/MS metodo. Za razliko od metode, ki je 
opisana v poglavju 3.2.3, smo kot mobilno fazo A uporabili 0,025-odstotno ocetno kislino, 
pretok smo vzdrževali na 0,5 mL/min in injicirali 0,5 μL vzorca. Prilagojen gradient je 
podan v preglednici VIII, prilagojene nastavitve masnega spektrometra pa v preglednici 
IX. MRM prehode smo izbrali s pomočjo knjižnice v programu MassHunter. Širina masne 
ločljivosti na prvem in drugem kvadrupolu je bila pri vseh analitih nastavljena na 
»Widest«. Ostalih parametrov nismo spreminjali. Nekatere vzorce smo dodatno analizirali 
še v »full scan« in »product ion« načinu. 
Preglednica VIII: Gradientni program 
Čas 
[min] 
Delež 
mobilne 
faze A 
[%] 
Delež 
mobilne 
faze B 
[%] 
0,00 93,0 7,0 
2,00 75,0 25,0 
3,00 50,0 50,0 
3,50 40,0 60,0 
4,50 20,0 80,0 
5,00 30,0 70,0 
5,70 5,0 95,0 
6,50 5,0 95,0 
7,00 90,0 10,0 
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Preglednica IX: Nekatere nastavitve masnega spektrometra 
Analit Prekurzorski 
ion 
Hčerinski ion Napetost 
fragmentorja 
[V] 
Kolizijska 
energija 
[V] 
Polarnost 
CBD 313,2 311,2; 179,1* 181 21, 17 neg 
CBD-OH 329,2 179,1 181 17 neg 
CBD-COOH 343,2 299,0 181 20 neg 
CBD-glukuronid 489,0 313,0 181 21 neg 
Omeprazol 346,2 198,1; 151,1* 81 1, 13 poz 
Omeprazol-OH 362,1 167,0 81 13 poz 
Diklofenak 296,0 214,0 55 15 poz 
Diklofenak-OH 310,0 266,1 80 8 neg 
Metoprolol 268,2 116,0 96 12 poz 
Metoprolol-OH 284,2 116,0 96 12 poz 
Karbamazepin 237,1 194,1 100 13 poz 
Karbamazepin-diol 271,1 253,2 100 1 poz 
Raloksifen 474,2 112 200 32 poz 
Raloksifen-
glukuronid 
650,2 474,2 200 28 poz 
*sekundarni masni prehod je namenjen dodatni potrditvi identitete vrha 
3.5 Validacija metode 
Pri vrednotenju metode smo se ravnali po smernicah FDA za validacijo bioanaliznih metod 
in po principu Matuszewskega.(51)(52) Vrednotili smo točnost, ponovljivost, selektivnost, 
občutljivost, izkoristek, učinek matrice, vpliv redčenja in stabilnost vzorcev. 
3.5.1 Priprava raztopin 
3.5.1.1 Osnovne standardne raztopine 
Sekundarne osnovne raztopine (SR) smo z redčenjem pripravili iz primarnih osnovnih 
metanolnih raztopin (PR) s koncentracijo 1 mg/mL za CBD, THC, THC-COOH in 
100 μg/mL za THC-OH, CBD-d3, THC-d3 in THC-COOH-d3. Terciarne osnovne 
raztopine (TR) smo z redčenjem pripravili iz sekundarnih osnovnih raztopin. Kvarterne 
osnovne raztopine (KR) smo z redčenjem pripravili iz terciarnih osnovnih raztopin. 
Osnovne raztopine R5 smo z redčenjem pripravili iz kvarternih osnovnih raztopin. Vse 
raztopine smo redčili s 50-odstotnim metanolom (topilo) pri sobni temperaturi v 2-
mililitrsko plastično mikrocentrifugirko s pokrovčkom do končnega volumna 1 mL. Primer 
priprave sekundarne osnovne raztopine CBD (SR CBD) s koncentracijo 100 mg/L: 
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V mikrocentrifugirko smo najprej odpipetirali 900 μL topila, ki smo mu s pipeto dodali 
100 μL primarne osnovne raztopine CBD (PR CBD; c = 1 mg/mL). Mikrocentrifugirko 
smo dobro zatesnili s pokrovčkom in na vibracijskem stresalniku mešali 10 sekund. 
Vse pripravljene osnovne standardne raztopine so podane v preglednici X. 
Preglednica X: Nazivi osnovnih standardnih raztopin in njihove koncentracije 
Ime raztopine Koncentracija [mg/mL] 
SR CBD 100 
TR CBD 10 
KR CBD 1 
R5 CBD 0,5 
SR THC-COOH 100 
TR THC-COOH 10 
KR THC-COOH 1 
R5 THC-COOH 0,5 
SR THC 100 
TR THC 10 
KR THC 1 
R5 THC 0,5 
SR THC-OH 10 
TR THC-OH 2 
SR THC-d3 
10  SR CBD-d3 
SR THC-COOH-d3 
SR – sekundarna osnovna raztopina, TR – terciarna osnovna raztopina, KR – kvarterna osnovna raztopina, 
R5 – osnovna raztopina R5 
3.5.1.2 Delovne raztopine standardov za pripravo obogatenih plazemskih vzorcev 
Delovne raztopine smo pripravili s koncentracijo, ki je 20-krat višja od želene plazemske 
koncentracije. Vse delovne raztopine smo z redčenjem s 50-odstotnim metanolom (topilo) 
pripravili iz osnovnih standardnih raztopin. Redčenje smo izvajali pri sobni temperaturi v 
2-mililitrsko plastično mikrocentrifugirko do končnega volumna 1 mL. V 
mikrocentrifugirko smo najprej odpipetirali izračunan volumen 50-odstotnega metanola 
(topilo), ki smo mu s pipeto dodali izračunane volumne posameznih osnovnih standardnih 
raztopin (preglednica XI). Mikrocentrifugirko smo dobro zaprli s pokrovčkom in mešali na 
vibracijskem stresalniku 10 sekund. 
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Preglednica XI: Priprava delovnih raztopin 
 
CBD THC-COOH THC THC-OH 
 
 
c (pl) SR TR KR c (pl) SR TR KR c (pl) TR KR c (pl) SR TR 
Vol 
topila 
 
[µg/L] µL [µg/L] µL [µg/L] µL [µg/L] µL µL 
DR 1 1 - - 20 2,5 - - 50 1 - 20 6 - 60 850 
DR 2 2,5 - - 50 5 - - 100 2 - 40 10 - 100 710 
DR 3 5 - - 100 7,5 - - 150 4 - 80 15 - 150 520 
DR 4 7,5 - - 150 10 - - 200 6 - 120 20 - 200 330 
DR 5 10 - - 200 20 - 40 - 10 - 200 30 60 - 500 
DR 6 40 - 80 - 80 - 160 - 20 40 - 60 120 - 600 
DR 7 100 - 200 - 200 40 - - - - - - - - 760 
DR 8 250 50 - - 400 80 - - 50 100 - 80 160 - 610 
DR 9 500 100 - - 800 160 - - - - - - - - 740 
DR 10 1000 200 - - 1000 200 - - 100 200 - 100 200 - 200 
DR 
LLOQ 
1 - - 20 2,5 - - 50 1 - 20 6 - 60 850 
DR 
QCl 
3 - - 60 7,5 - - 150 3 - 60 18 - 180 550 
DR 
QCm 
300 60 - - 300 60 - - 30 60 - 40 80 - 740 
DR 
QCh 
750 150 - - 750 150 - - 75 150 - 80 160 - 390 
c (pl) – želena plazemska koncentracija, SR – sekundarna osnovna raztopina, TR – terciarna osnovna 
raztopina, KR – kvarterna osnovna raztopina, DR – delovna raztopina, LLOQ – spodnja meja kvantifikacije, 
QCl – kontrolni vzorec pri nizki koncentraciji QCm – kontrolni vzorec pri srednji koncentraciji, QCh – 
kontrolni vzorec pri visoki koncentraciji, Vol topila – volumen topila   
3.5.1.3 Delovna raztopina internih standardov (IS) 
Delovno raztopino internih standardov smo pripravili v skupno mikrocentrifugirko iz 
sekundarnih osnovnih raztopin THC-d3, CBD-d3 in THC-COOH-d3. Pripravo smo 
izvajali pri sobni temperaturi v 2-mililitrsko plastično mikrocentrifugirko do končnega 
volumna 1 mL. V mikrocentrifugirko smo najprej odpipetirali 650 μL 50-odstotnega 
metanola (topilo), ki smo mu s pipeto dodali zahtevane volumne posameznih sekundarnih 
osnovnih raztopin (preglednica XII). Mikrocentrifugirko smo dobro zaprli s pokrovčkom 
in mešali na vibracijskem stresalniku 10 sekund. 
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Preglednica XII: Priprava delovnih raztopin internih standardov 
 
c (plazma) SR THC-d3 SR CBD-d3 SR THC-COOH-d3 c (DR) V topila 
 
[µg/L] [µL] [µL] [µL] [μg/L] [μL] 
THC-d3 25 50 - - 500 
650 CBD-d3 50 - 100 - 1000 
THC-COOH-d3 100 - - 200 2000 
c (plazma) – želena plazemska koncentracija, SR – sekundarna osnovna raztopina, c (DR) – koncentracija 
delovne raztopine, V topila – volumen topila 
3.5.1.4 Obogateni plazemski vzorci 
Kalibratorje, neobogateno plazmo, ničelni kalibrator in kontrolne vzorce smo pripravili iz 
združene plazme več različnih darovalcev. Plazmo smo odtalili pod mrzlo tekočo vodo s 
temperaturo približno 15 °C in pustili na sobni temperaturi 30 minut. Kalibratorje, 
neobogateno plazmo in ničelni vzorec smo pripravili vsakega posebej v 15-mililitrski 
centrifugirki, tako da smo 475 μL plazme dodali 25 μL ustrezne delovne raztopine oziroma 
topila v primeru neobogatene plazme in ničelnega vzorca. Kontrolne vzorce smo za 
posamezno koncentracijo pripravili v skupni centrifugirki, iz katere smo nato v ločene 
centrifugirke prenesli 500 μL obogatene plazme. Po bogatenju plazme smo v vseh primerih  
10 sekund nežno mešali na vibracijskem stresalniku in pustili 30 minut, da se je vzorec 
uravnotežil.  
3.5.1.5 Raztopine za poznejše bogatenje (RPB) 
Raztopine za poznejše bogatenje smo pripravili v treh koncentracijah, ki so enake 
teoretičnim koncentracijam QC vzorcev po rekonstituciji pri 100-odstotnem izkoristku 
ekstrakcije. Pripravili smo jih iz osnovnih standardnih raztopin z redčenjem s 
rekonstitucijskim topilom. Redčenje smo izvajali pri sobni temperaturi v 2-mililitrski 
mikrocentrifugirko do končnega volumna 1 mL. V mikrocentrifugirko smo najprej 
odpipetirali zahtevan volumen rekonstitucijskega topila, ki smo mu s pipeto dodali 
zahtevane volumne posameznih osnovnih standardnih raztopin (preglednica XIII). 
Mikrocentrifugirko smo dobro zaprli s pokrovčkom in mešali na vibracijskem stresalniku 
10 sekund. 
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Preglednica XIII: Priprava raztopin za poznejše bogatenje 
 
CBD THC-COOH THC THC-OH 
 
 
c SR TR R5 c SR TR R5 c TR R5 c SR TR 
V 
topila 
 
[µg/L] µL [µg/L] µL [µg/L] µL [µg/L] µL µL 
RPB 
1 
10 - - 20 25 - - 50 10 - 20 60 - 30 880 
RPB 
2 
1000 - 100 - 1000 - 100 - 100 - 200 133 - 66,7 633,3 
RPB 
3 
2500 25 - - 2500 25 - - 250 25 - 267 26,7 - 898,3 
c – koncentracija, SR – sekundarna osnovna raztopina, TR – terciarna osnovna raztopina, R5 – osnovna 
raztopina R5, V topila – volumen topila, RPB – raztopina za poznejše bogatenje 
3.5.2 Umeritvena premica 
Kalibracijo smo izvedli za vsak analit posebej v koncentracijskem območju, ki ga 
pričakujemo v klinični študiji. Poleg neobogatene plazme in ničelnih kalibratorjev smo pri 
THC in THC-OH uporabili osem, pri THC-COOH in CBD pa deset neničelnih 
kalibratorjev. Za povezavo točk smo uporabili najpreprostejši regresijski model, ki je 
zadovoljivo opisal zvezo med koncentracijo analita in odzivom inštrumenta. Za izračun 
premic smo uporabili MassHunter programsko opremo (Agilent Technologies, ZDA). 
Točnost smo izračunali po enakem postopku kot v poglavju 3.5.3. Kriteriji sprejemljivosti: 
- Determinacijski koeficient (r2): večji od 0,99. 
- Vsaj 75 % neničelnih kalibratorjev ne odstopa od teoretične vsebnosti za več kot 
15 % (20 % za LLOQ). 
3.5.3 Točnost in ponovljivost 
Točnost in ponovljivost smo vrednotili na kontrolnih vzorcih pri štirih koncentracijah 
(LLOQ, QCl, QCm, QCh), pri čemer so l, m in h angleške ozanke za low, medium in high. 
Vzorce smo pripravili in analizirali v petih paralelkah v štirih različnih dneh. Vrednotili 
smo tako znotraj-dnevno, kot tudi med-dnevno točnost in ponovljivost. Koncentracijo 
analitov smo izračunali s pomočjo vsakodnevno izvedene kalibracije s sveže pripravljenimi 
kalibratorji, ki smo jo izvedli po postopku opisanem pod točko 3.5.2. Točnost smo 
izračunali tako, da smo povprečje koncentracij analitov v kontrolnih vzorcih izračunanih iz 
umeritvene krivulje delili s teoretičnimi koncentracijami in jih pomnožili s 100 in izrazili v 
odstotkih. Ponovljivost smo izračunali tako, da smo standardni odklon izračunanih 
koncentracij delili s povprečno vrednostjo in pomnožili s 100 in izrazili kot % RSD. 
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Kriteriji sprejemljivosti:  
- Znotraj-dnevna in med-dnevna točnost: Izračunana koncentracija analitov od 
teoretične ne odstopa za več kot 15 % oziroma 20 % pri LLOQ.  
- Znotraj-dnevna in med-dnevna ponovljivost: relativni standardni odklon (RSD) 
med posameznimi paralelkami iste koncentracije ni večji od 15 % oziroma 20 % pri 
LLOQ 
Ponovljivost injiciranja smo vrednotili s 5-kratnim zaporednim injiciranjem istega QCh 
vzorca.  
3.5.4 Selektivnost 
Analizna metoda mora biti dovolj selektivna, da loči različne analite in interne standarde 
od endogenih komponent matrice in ostalih sestavin vzorca.(51) Selektivnost metode smo 
vrednotili z analizo neobogatenih plazem šestih različnih darovalcev. Odziv analitov pri 
njihovih značilnih retencijskih časih je lahko največ 20 % odziva na meji kvantifikacije. 
Odziv internih standardov pri njihovih značilnih retencijskih časih je lahko največ 5 % 
odziva pri kalibratorjih in kontrolnih vzorcih. 
Selektivnost smo vrednotili tudi s CBD-glukuronidom, ki nam ga je uspelo pripraviti s 
človeško jetrno S9 frakcijo. 
3.5.5 Občutljivost 
Občutljivost določa najnižji neničelni kalibrator, ki ustreza naslednjim kriterijem: 
– Odziv mora biti vsaj 5-krat večji, kot tisti pri ničelnem kalibratorju. 
– Točnost petih paralelk v treh različnih dneh lahko od teoretične vrednosti odstopa 
največ 20 %. 
– Ponovljivost petih paralelk v treh različnih dneh lahko ima relativni standardni 
odklon (RSD) največ 20 %. 
– Razmerje med signalom analita in šumom bazne linije mora biti vsaj 10 : 1. 
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3.5.6 Izkoristek in učinek matrice 
Izkoristek in absolutni učinek matrice 
Za izračun izkoristka in učinka matrice smo poleg kontrolnih vzorcev pripravili tudi 
ekstrakte neobogatene plazme, ki smo jih ponovno raztopili z raztopinami za poznejše 
bogatenje. Pripravili smo jih pri nizkih, srednjih in visokih koncentracijah kontrolnih 
vzorcev (QCl, QCm in QCh) v treh paralelkah. 
izkoristek [%] = 
𝑜𝑑𝑧𝑖𝑣 𝑣 𝑄𝐶 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑢
𝑜𝑑𝑧𝑖𝑣 𝑝𝑜𝑧𝑛𝑒𝑗𝑒 𝑜𝑏𝑜𝑔𝑎𝑡𝑒𝑛𝑒𝑔𝑎 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑎
× 100 
𝑎𝑏𝑠𝑜𝑙𝑢𝑡𝑛𝑖 𝑢č𝑖𝑛𝑒𝑘 𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑐𝑒 [%]  =  
𝑜𝑑𝑧𝑖𝑣 𝑝𝑜𝑧𝑛𝑒𝑗𝑒 𝑜𝑏𝑜𝑔𝑎𝑡𝑒𝑛𝑒𝑔𝑎 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑎 − 𝑜𝑑𝑧𝑖𝑣 𝑅𝑃𝐵
𝑜𝑑𝑧𝑖𝑣 𝑅𝑃𝐵
× 100 
RPB – raztopina za poznejše bogatenje 
Relativni učinek matrice 
Vrednotili smo ga po načelih Matuszewskega s primerjavo naklonov regresijskih premic iz 
QC vzorcev iz plazem šestih različnih darovalcev.(52) Linearne regresijske premice smo 
izračunali iz štirih kontrolnih vzorcev s koncentracijami 3, 100, 300 in 750 µg/L pri CBD, 
7,5, 100, 300 in 750 µg/L pri THC-COOH, 18, 30, 40, 80 µg/L pri THC-OH in 3, 10, 30 in 
75 µg/L pri THC. Iz naklonov premic vzorcev šestih različnih darovalcev smo izračunali 
relativni standardni odmik (RSD) naklonov, ki mora biti po literaturnih podatkih pod 3–4 
%,(52) da potrdimo odsotnost relativnega učinka matrice med posameznimi viri bioloških 
vzorcev. 
3.5.7 Redčenje vzorcev s koncentracijami nad zgornjo mejo umeritvene 
premice 
Obogateno plazmo smo pripravili v treh paralelkah pri dveh koncentracijah, ki sta 2,5- in 
5-krat višji od zgornje meje umeritvene krivulje. Rekonstituirane vzorce smo nato redčili z 
1,5 oziroma 4 deli ekstraktov rekonstituiranih neobogatenih vzorcev. 
3.5.8 Stabilnost vzorcev 
Stabilnost vzorcev smo vrednotili s kontrolnimi vzorci v treh paralelkah pri nizki in visoki 
koncentraciji (QCl in QCh). Koncentracijo vzorcev smo izračunali iz umeritvene premice, 
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ki smo jo pripravili tisti dan. Koncentracija lahko odstopa od teoretične vrednosti največ 
15 %. Točnost smo izračunali po enakem postopku kot v poglavju 3.5.3. 
- Kratkotrajna stabilnost: Vzorce smo zamrznili pri –80 °C in jih analizirali po 
17 dneh. 
- Stabilnost pri sobni temperaturi: Vzorce smo pustili 4 ure pri 25 °C in jih nato 
pripravili ter analizirali. 
- Stabilnost procesiranega vzorca: Vzorec smo analizirali ob času 0 in po 36 urah v 
avtomatskem vzorčevalniku pri 10 °C.  
- Stabilnost pri zamrzovanju in odtajanju: Vzorce smo analizirali po treh ciklih 
zamrzovanja in odtajanja. Pri zamrzovanju smo vzorec pustili v zamrzovalniku pri 
–20 °C vsaj 12 ur, odtajali pa smo ga z mrzlo tekočo vodo s temperaturo približno 
15 °C in pustili na pultu še 30 minut, da se je segrel na sobno temperaturo. 
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4 Rezultati in razprava 
4.1 Razvoj UHPLC-MS/MS metode 
4.1.1 Tekočinska kromatografija 
Med razvojem metode smo poskušali izbrati takšne kromatografske pogoje, ki bi 
omogočali zadostno ločbo analitov med seboj in s komponentami matrice. Smernice FDA, 
po katerih smo vrednotili metodo, ne zahtevajo kromatografske ločbe vrhov, če uspemo 
dokazati, da nepopolna ločba ne moti detekcije posameznih analitov. Pri LC-MS metodah 
nepopolna kromatografska ločba med analiti običajno ne povzroča težav, saj se ti 
večinoma razlikujejo v m/z ali imajo edinstven MRM prehod. Kljub temu pa lahko 
določene spojine v vzorcu vplivajo na ionizacijo analita, t.j. tako imenovani učinek 
matrice, zato je kromatografska ločba med analiti in takšnimi spojinami še kako 
pomembna. Pri nas je bila ključna tudi kromatografska ločba THC in CBD, saj imata 
enako molekulsko maso in s tem tudi m/z in celo enake MRM prehode. Brez 
kromatografske ločbe ju z masnim spektrometrom zato ne moremo ločiti. Z optimizacijo 
kromatografskih pogojev nam je uspelo izboljšali ločbo, prav tako pa tudi občutljivost 
metode, saj prava izbira mobilne faze in visok delež organskega topila v trenutku elucije s 
kolone običajno izboljšata ionizacijo. 
Izbira kolone in njene temperature 
Izbira kolone za ločbo kanabinoidov je v literaturi zelo heterogena, večini pa je skupno, da 
so reverznofaznega (C18) tipa. Med našima preizkušenima kolonama je bila edina razlika 
njuna dolžina. Krajša kolona omogoča krajše analizne čase in manjši tlak, vendar ima 
slabšo učinkovitost, ki je pomembna za ločevanje spojin. Z daljšo kolono smo dosegli 
boljšo resolucijo med analiti, vendar učinka matrice nismo uspeli zmanjšati. Na podlagi teh 
rezultatov, krajših analiznih časov in manjšega pritiska smo se odločili za krajšo kolono. 
Spreminjanje temperature kolone ni pomembno vplivalo na kromatografijo, zato smo 
arbitrarno izbrali 37 °C. 
Vodna mobilna faza 
Vodna mobilna faza ima pomembno vlogo pri ionizaciji analitov. Pomembno je, da je pH 
mobilne faze za vsaj dve enoti oddaljen od pKa analita, da s tem zagotovimo odsotnost 
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vpliva spremenljivosti pH na ionizacijo analita, kar nam omogoča ozke vrhove in 
ponovljive retencijske čase. Ionizacija molekul pa neposredno vpliva tudi na polarnost 
molekul, saj so ionizirane molekule bolj polarne in imajo krajše retencijske čase na 
nepolarnih stacionarnih fazah. THC, CBD in THC-OH so pri nevtralnih in kislih mobilnih 
fazah popolnoma v neionizirani obliki, medtem ko ima THC-COOH pKa ocenjen na 4,2, 
zato je na pH mobilne faze bolj občutljiv kot ostali.  
Na začetku smo preizkusili mobilno fazo z 0,05-odstotno mravljinčno kislino, s katero smo 
dosegli zadovoljivo ločljivost, vendar nismo bili zadovoljni z občutljivostjo, ki smo jo 
želeli še izboljšati.  
Po temeljitem pregledu literature smo naleteli na vire, kjer so z uporabo mobilne faze z 
amonijevim fluoridom uspeli izboljšati ionizacijo v ionskem izvoru in s tem tudi 
občutljivost steroidnih učinkovin.(53)(54) V negativnem načinu je uporaba amonijevega 
fluorida, namesto amoniakalnega ali karbonatnega pufra, izboljšala odzive steroidnih 
hormonov med 6,8- in 11,3-krat.(54) Kanabinoidi so tako kot steroidi zelo nepolarne 
molekule, ki slabo ionizirajo, zato smo preizkusili, če lahko z uporabo amonijevega 
fluorida tudi pri kanabinoidih izboljšamo občutljivost. Pri mravljinčni kislini smo pri CBD 
in THC uporabljali pozitivno polarnost ionskega izvora, pri amonijevem fluoridu pa smo 
ugotovili, da dobimo močnejše odzive pri negativni polarnosti ionskega izvora. Z uporabo 
0,2 mM amonijevega fluorida smo uspeli povišati odzive 16,1-krat pri CBD, 13,7-krat pri 
THC, 6,5-krat pri THC-OH in 2,5-krat pri THC-COOH. Po nam znanih informacijah 
amonijevega fluorida še nihče ni uporabil kot dodatek mobilni fazi pri analizi 
kanabinoidov. 
Amonijev fluorid je potencialno agresiven dodatek k mobilni fazi, ki lahko skrajša 
življenjsko dobo kolone in deluje negativno tudi na ionski izvor in masni detektor, saj je 
znano, da je HF korozivna kislina, ki rada sublimira.(55) Medtem ko je Hindle s soavtorji 
pri analizi hormonov uporabil 1 mM amonijev fluorid(54), nekateri proizvajalci priporočajo 
še nižje koncentracije, npr. Sciex le do 0,2 mM.(56) Da bi lahko uporabili čim nižjo, še 
učinkovito koncentracijo amonijevega fluorida, smo pripravili mobilne faze z 0,1, 0,2, 0,3 
in 0,4 mM amonijevim fluoridom. Z višanjem koncentracije nad 0,2 mM se občutljivost 
inštrumenta ni več izboljševala, zato smo za najprimernejšo koncentracijo NH4F v mobilni 
fazi A izbrali 0,2 mM amonijev fluorid. Med analizami smo ugotovili, da je treba mobilno 
fazo pripraviti vsak dan svežo, saj lahko pride v nasprotnem primeru do sprememb 
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(najverjetneje pH in ionske moči) ter posledično do neustreznih kromatogramov in nižjih 
odzivov. Predvsem je na to občutljiv analit THC-COOH, ki se že pri dva dni stari mobilni 
fazi eluira pred prvo minuto analize in ga tako sploh ne zaznamo več na kromatogramu.  
Organska mobilna faza – MF B  
Elucijska moč organskega topila je določena z njegovo nepolarnostjo, medtem ko je 
selektivnost določena z njegovimi polarnimi interakcijami z analiti. Ugotovili smo, da 
acetonitril omogoča boljšo selektivnost naše metode. Metanol je sicer izboljšal odziv 
analitov, vendar so se vrhovi THC-OH, THC-COOH in CBD prekrivali. Kljub optimizaciji 
gradienta jih nismo mogli ločiti, zato smo kot mobilno fazo B raje izbrali acetonitril, ki 
omogoča boljšo kromatografsko ločbo, ki je za analizo THC in CBD s prekrivajočimi se 
masnimi prehodi nujna. 
Volumen injiciranja 
Z večanjem volumna injiciranja smo uspešno povišali odziv analitov, vendar smo 
ugotovili, da se odziv ne poviša pri vseh analitih v enakem obsegu. Z večanjem volumna 
injiciranja večamo namreč tudi učinek matrice, ki na nekatere analite vpliva močneje kot 
na druge. Ustrezen volumen injiciranja, kjer je občutljivost zadovoljiva in učinek matrice 
dovolj nizek, smo izbrali pri 3 μL.  
4.1.2 Masna sprektometrija 
Parametri masnega spektrometra 
Programska oprema MassHunter Optimizer nudi avtomatsko optimizacijo parametrov pri 
MRM načinu analize za vsak analit posebej. Med stalno infuzijo analita izbere najboljši 
starševski ion, optimizira napetost fragmentorja, izbere najboljši hčerinski ion in optimizira 
kolizijsko energijo za vsak MRM prehod. Razvoj metode smo izvedli z vsemi analiti in 
internimi standardi. MRM prehod z najvišjim odzivom smo uporabili za kvantifikacijo 
analitov, drugi najboljši pa je bil za dodatno potrditev identifikacije vrha. Uporabljeni 
parametri so podani v preglednici V. 
4.1.3 Meja kvantifikacije in koncentracijsko območje  
Glavno merilo pri razvoju metode je bilo ustrezno koncentracijsko območje, ki bo 
ustrezalo pričakovanim koncentracijam v klinični študiji. Po pregledu literature smo 
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ugotovili, da je običajen terapevtski odmerek CBD pri zdravljenju refraktarne epilepsije 
med 1 in 20 mg/kg telesne mase/dan.(20) Glede na podatke farmakokinetične študije pri 
odraslih(14) smo predvidevali koncentracije CBD do 1000 μg/L, morebitne višje 
koncentracije pa vključiti s testiranjem ustreznosti redčenja vzorcev po ekstrakciji z 
ekstraktom neobogatene plazme. Podatkov o plazemskih koncentracijah pediatričnih 
pacientov med razvojem metode nismo imeli. Nedavno objavljen članek Whelessa s 
sodelavci potrjuje naša predvidevanja, saj povprečne plazemske koncentracije CBD pri 
pediatričnih pacientih po večdnevnem odmerjanju 20 mg/kg telesne mase/dan znašajo 220 
μg/L s 134-odstotnim relativnim standardnim odklonom.(57) V študiji so otroci prejeli 
odmerek na prazen želodec, zato lahko pri zaužitju odmerka skupaj z obrokom z visokim 
deležem maščob pride do nekajkrat višjih plazemskih koncentracij.(14) 
THC se zaradi svojih psihoaktivnih lastnosti pri zdravljenju epilepsije uporablja v nižjih 
odmerkih kot CBD. Najpogosteje se omenja razmerje 20 : 1 v korist CBD, zato je bil 
osnovni cilj pri razvoju metode za THC in metabolite dobra občutljivost, predvsem za 
THC-COOH, ki se v telesu zadrži najdlje in je dober pokazatelj izpostavljenosti THC. 
THC se namreč v telesu intenzivno metabolizira do THC-OH in naprej do THC-COOH, ki 
pri zaužitju 10 mg THC preseže plazemske koncentracije THC in THC-OH že po 1 uri.(58) 
Postavitev širokega koncentracijskega območja nam je predstavljalo precejšen izziv, saj se 
z večanjem območja običajno manjša linearnost. Preizkusili smo območje od spodnje meje 
0,25 μg/L pri vseh analitih do zgornje meje 100 μg/L pri THC in THC-OH in 1000 μg/L 
pri CBD in THC-COOH. Dovolj točne in ponovljive rezultate na spodnji meji 
kvantifikacije smo dobili pri koncentraciji 1 μg/L za THC in CBD, 2,5 μg/L za THC-
COOH in 6 μg/L za THC-OH. Glavni razlog za slabo občutljivost THC-OH je po našem 
mnenju izredno močan učinek matrice, ki se ga z optimizacijo parametrov metode nismo 
uspeli znebiti. Spodnjo mejo kvantifikacije bi verjetno lahko znižali z uporabo večjega 
volumna vzorca, npr. 1 mL plazme, vendar se bo klinična študija izvajala na otrocih, zato 
smo se odločili ostati pri manjšem volumnu plazme 500 μL. V primeru, da bi pri analizi 
realnih vzorcev potrebovali širše koncentracijsko območje, bi morali preizkusiti z dvema 
območjema umeritvenih premic, za nizke in visoke koncentracije posebej, ker smo opazili 
odmik od linearnosti odzivov (sliki 12 in 13). 
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4.2 Priprava vzorca 
Pripravi vzorca smo namenili posebno pozornost, saj je pri analizi bioloških vzorcev 
izjemnega pomena. Dobra priprava vzorca omogoča dober izkoristek želenih analitov, 
obenem pa odstrani večino komponent vzorca, ki motijo detekcijo analitov. Priprava 
vzorcev za analizo kanabinoidov je v literaturi zelo heterogena, zato smo se odločili, da 
bomo sami preizkusili večje število ekstrakcij. Pri načrtovanju poizkusov smo upoštevali, 
da so naši analiti zelo nepolarne molekule z log P ocenjenim med 4,7 in 6,3.(59) Glede na to 
smo predvidevali, da bo razmeroma lahko ločiti analite od vodnega medija, še posebej pri 
ekstrakcijah z reverznofaznim/nepolarnim mehanizmom retencije. Hkrati pa omenjene 
lastnosti predstavljajo potencialne težave, saj so takšne spojine v vodi slabo topne, 
nagnjene k vezani na plastične in steklene površine, lahko se premočno vežejo na 
stacionarno fazo ali pa se eluirajo skupaj z nekaterimi nepolarnimi oziroma lipidnimi 
sestavinami vzorca, ki motijo detekcijo na masnem spektrometru in povzročajo učinek 
matrice. Vedeli smo, da bo pri predpripravi vzorca treba natančno uravnavanje ustreznega 
pH. THC, CBD in THC-OH imajo namreč v strukturi šibko kisle fenolne elemente s pKa 
ocenjenim med 9,3 in 10, THC-COOH pa kislo karboksilno skupino s pKa ocenjenim na 
4,2.(59)  
4.2.1 Izbira metode 
1. Sklop poskusov 
V začetnem presejanju metod smo ekstrakcije izvajali s pufrnimi raztopinami THC in CBD 
s koncentracijo 100 μg/L. Preizkusili smo ionsko izmenjevalne in reverznofazne SPE, 
»pass-through« SPE, tekočinsko ekstrakcijo in en filter (slika 5).  
Daleč najboljši odziv smo dobili pri ionsko izmenjevalni koloni Oasis μelution MAX, pri 
kateri smo eluirali z izjemno majhnim volumnom 25 μL, ki ne potrebuje nadaljnje 
obdelave. To je omogočalo kar 15-kratno koncentriranje glede na prvotni vzorec. Pri 
ostalih kartušah smo vzorec posušili in ponovno raztopili v 100 μL, kar je omogočilo le 5-
kratno koncentriranje.  
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*Rimske številke na koncu imena ekstrakcije označujejo številko metode podane v prilogi 1. 
Slika 5: Rezultati ekstrakcij 1. sklopa poskusov 
Pri ostalih kolonah je zanimivo opažanje, da so rezultati približno enaki med kolonami, ki 
temeljijo samo na reverznofaznem mehanizmu in tistimi, ki za retencijo uporabljajo tudi 
ionsko izmenjevalni mehanizem. To potrjuje, da sta CBD in THC prešibko kisla in se, 
kljub naalkaljenju, zadržujeta na koloni predvsem z reverznofaznim mehanizmom. 
Metode, ki temeljijo na pass-through mehanizmu, so pokazale nezadostne rezultate, zato 
jih v nadaljnje poskuse nismo več vključevali. Ugotovili smo tudi, da se moramo pri 
pripravi vzorca izogibati uporabi filtra, saj se po filtriranju koncentracija analitov izrazito 
zmanjša. Najverjetneje pride do vezave analitov na polimerno sito filtra. Ekstrakcija 
tekoče-tekoče se ni izkazala med najučinkovitejšimi, vendar smo jo v nadaljnje poskuse še 
vedno vključili na podlagi številnih literaturnih virov, ki jo uporabljajo kot metodo izbire. 
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2. Sklop poskusov 
V nadaljevanju smo nekatere metode optimizirali in ponovno analizirali (slika 6). Vključili 
smo najboljše metode reverznofaznega in mešanega tipa (ionsko izmenjevalnega) ter 
tekočinsko ekstrakcijo.  
Pri Oasis μelution MAX smo povečali obe eluciji na 50 μL, saj smo ocenili, da bodo z 
nižjim volumnom rezultati slabše ponovljivi. Z večjim volumnom sta se oba analita 
eluirala že v metanolni frakciji. Da je metanol dovolj močno elucijsko topilo, se je 
pokazalo tudi pri postopku Bondelut certify II/1, kjer smo večino analitov eluirali že v 
procesu spiranja z metanolom. Pri kolonah Bondelut certify II smo najboljše rezultate 
dobili s postopkom, kjer smo kolono sprali z majhnim volumnom acetona in eluirali z 
zmesjo topil heksana in etilacetata v razmerju 95 : 5. Primerljive rezultate smo dobili tudi z 
uporabo StrateX in Oasis HLB prime ter pri tekočinski ekstrakciji s TBME brez 
predpriprave vzorca. CBD in THC imata dobre rezultate tudi brez predpriprave vzorca, 
vendar smo vedeli, da bomo za analit THC-COOH zaradi ionogene skupine potrebovali 
kisle pogoje za lažji prehod v organsko fazo.  
 
*Rimske številke na koncu imena ekstrakcije označujejo številko metode podane v prilogi 1. 
 Slika 6: Rezultati ekstrakcij 2. sklopa poskusov 
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3. Sklop poskusov 
V zadnjem sklopu poskusov s pufrnimi raztopinami smo v analizo vključili še podprto 
tekočinsko ekstrakcijo ChemElut (slika 7). Predvsem za THC se je izkazala kot neustrezna. 
Zanimivo je, da pri Oasis μelution MAX dobrega rezultata nismo uspeli ponoviti, zato 
predvidevamo, da je v preteklih poskusih prišlo v času med ekstrakcijo in analizo do 
izparevanja topila in posledično povišanja koncentracije obeh analitov. Izmed vseh ostalih 
pa se je za najbolj učinkovito pokazala predvsem ekstrakcija tekoče-tekoče z zmesjo topil 
heksana in etilacetata v razmerju 9 : 1. Najboljše ekstrakcije brez preizkusa s plazemski 
vzorci nismo mogli izbrati, saj lahko ima metoda dober izkoristek, vendar ne odstrani 
dovolj neželenih sestavin vzorca, zato smo večino ekstrakcij vključili v nadaljnje 
plazemske poskuse. 
 
*Rimske številke na koncu imena ekstrakcije označujejo številko metode podane v prilogi 1. 
Slika 7: Rezultati ekstrakcij 3. sklopa poskusov 
4. Sklop poskusov – plazemski vzorci 
S plazemskimi vzorci smo preizkusili metode, ki so se do tedaj izkazale za najboljše.  
Vključili smo tudi dve novi kartuši, in sicer Strata X-A, ki je močen anionski izmenjevalec, 
in Novum SLE, ki predstavlja podprto tekočinsko ekstrakcijo. Glavno merilo za izbiro 
ustrezne metode je bila predvsem dobra procesna učinkovitost THC. Ta namreč pri enaki 
koncentraciji daje slabše odzive na masnem detektorju, poleg tega pa bo v plazmi prisoten 
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v nižjih koncentracijah kot CBD, zato je dobra občutljivost še kako pomembna. Pri THC 
sta se za najboljši izkazali ekstrakcija tekoče-tekoče s heksanom in etilacetatom v razmerju 
9 : 1 in SPE z Oasis HLB prime kartušo (preglednica XIV). Pri slednji smo zaradi 
povečane viskoznosti plazemskih vzorcev imeli precej težav, zato se zanjo nismo odločili.  
Preglednica XIV: Primerjava izkoristka, učinka matrice in procesne učinkovitosti pri plazemskih vzorcih 
  CBD THC 
 Ekstrakcija* 
izkoristek 
[%] 
učinek 
matrice 
[%] 
procesna 
učinkovitost 
[%] 
izkoristek 
[%] 
učinek 
matrice 
[%] 
procesna 
učinkovitost 
[%] 
Oasis μelution MAX/III 
MeOH 
0,7 –14,2 0,6 1,4 –4,2 1,4 
Heksan : etilacetat (9 : 1)/II 44,0 –43,4 24,9 47,9 –54,6 21,7 
Heksan : etilacetat (9 : 1)/III 24,8 –41,3 14,6 20,6 –39,2 12,5 
StrataX/II 73,1 –58,7 30,2 50,4 –77,1 11,6 
StrataX/III 69,5 –51,5 33,7 68,0 –73,4 18,1 
StrataX/IV 41,3 –25,7 30,7 36,9 –60,2 14,7 
Oasis prime HLB/II 61,7 –40,3 36,8 45,5 –50,1 22,7 
Bondelut certify II/III 22,0 –20,4 17,5 18,6 –38,8 11,4 
Strata X-A 4,9 –36,0 3,1 38,3 –54,7 17,4 
Novum SLE 9,1 –36,4 5,8 7,7 –32,8 5,2 
*Rimske številke na koncu imena ekstrakcije označujejo številko metode podane v prilogi 1. 
Kot metodo izbora smo izbrali tekočinsko ekstrakcijo z zmesjo topil heksana in etilacetata 
v razmerju 9 : 1, ki smo jo v nadaljevanju še naprej optimizirali za čim boljši izkoristek in 
čim večjo ponovljivost rezultatov. 
4.2.2 Optimizacija izbrane metode 
Predpriprava vzorca  
Pri nekaterih vzorcih smo po 2-urnem mešanju na orbitalnem stresalniku opazili, da se je 
pojavil gel med vodno in organsko fazo. Gel s časom ni izginil in je bil obstojen tudi po 
10-minutnem centrifugiranju pri 4300 obratih na minuto (3000 × g). Za razjasnitev 
vzrokov smo pripravili dve paralelki, eno brez predpriprave vzorca in drugo z redčenjem 
1 : 1 s pufrom A pH 7,4. Postopek priprave smo pri obeh izvedli enak. Ugotovili smo, da 
se verjetnost za geliranje poveča pri uporabi pufra in predolgem stresanju z vibracijskim 
stresalnikom. Ker je za izkoristek THC-COOH nujno potrebno nakisanje plazme, da je 
analit prisoten v neioniziranem stanju, smo poskusili nakisati z manjšim volumnom pufra, 
s 4-odstotnim H3PO4 in z 0,1-odstotnim H3PO4. Prav tako smo po dodatku kisline/pufra 
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mešanje na vibracijskem stresalniku odstranili iz postopka. Ugotovili smo, da lahko 
geliranje preprečimo že samo z opustitvijo intenzivnega mešanja na vibracijskem 
stresalniku. Emulzijo, ki se po 2-urnem mešanju pojavi med obema fazama, pa lahko 
razbijemo z 10-minutnim centrifugiranjem pri 4300 obrati na minuto (3000 × g). 
Z nakisanjem plazme z 0,1-odstotno fosforno kislino smo uspeli izboljšati izkoristek THC-
COOH za 208 %, medtem ko pri drugih analitih nismo zaznali pomembnega vpliva 
(preglednica XV). Čeprav je navidezno metoda slabše ponovljiva, saj se poveča relativni 
standardni odklon, se z uporabo internega standarda RSD zmanjša na sprejemljivo raven. 
Tabela XV: Primerjava odzivov brez predpriprave vzorca in z redčenjem v razmerju 1 : 1 s 0,1 % fosforno kislino 
 
Brez predpriprave 
 
Redčenje 1 : 1 z 0,1 
% fosforno kislino  
Primerjava s fosforno 
kislino glede na brez 
predpriprave [%]   
Odziv 
n = 3 
RSD [%]   
Odziv 
n = 5 
RSD [%]   
CBD 694884 3,8 
 
682996 10,5 
 
–1,7 
THC 50885 3,8 
 
38349 8,8 
 
–24,6 
THC-OH 58872 7,7 
 
67527 9,9 
 
14,7 
THC-
COOH 
5611 8,2   17274 6,1   207,9 
RSD – relativni standardni odklon 
Za primerjavo smo preizkusili še predpripravo s 25-odstotno ocetno kislino. Rezultati s 
fosforno kislino so bili v primerjavi z ocetno kislino približno enaki pri CBD, za 22 % in 
37 % boljši pri THC in THC-OH, ter 58 % slabši pri THC-COOH. Čeprav smo z ocetno 
kislino uspeli še precej izboljšati rezultate THC-COOH, smo imeli pri enem od vzorcev 
težave z geliranjem, zato smo se odločili ostati pri redčenju vzorcev v razmerju 1 : 1 z 
0,1-odstotno fosforno kislino. 
Izbira vsebnika za ekstrakcijo 
Pri uporabi različnih vsebnikov smo dobili precej različne rezultate. Pri uporabi plastične 
centrifugirke smo dobili za 18 % boljše rezultate pri CBD in THC-COOH, pri THC ni bilo 
razlike, pri THC-OH pa smo dobili za 24 % slabše rezultate kot pri uporabi steklene 
epruvete. Ponovljivost je bila pri vseh analitih primerljiva. Glede na slabše rezultate 
steklene epruvete pri CBD in THC-COOH, ki sta za nas najpomembnejša analita, smo se 
odločili za plastično centrifugirko. 
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Čas mešanja 
Za najustreznejši čas mešanja smo izbrali 120 minut, saj je analit THC-COOH, pri vzorcu 
po 90-minutnem mešanju, dosegal le 85 % odziva vzorca po 120-minutnem mešanju. 
4.3 Biosinteza metabolitov CBD 
Pravi plazemski vzorci vsebujejo veliko število metabolitov, zato smo se želeli prepričati, 
da je naša metoda dovolj selektivna za njihovo ločitev. Zaradi nedostopnosti pravih 
plazemskih vzorcev, ki bi vsebovali metabolite THC in CBD, smo metabolite poskušali 
pripraviti in vitro s pomočjo človeške jetrne S9 frakcije. Glavni metabolit, ki smo ga želeli 
pripraviti, je bil 7-COOH-CBD, ki v plazmi predstavlja največji delež s CBD povezanih 
spojin. Ostali metaboliti, ki smo jih pričakovali, so bili 7-OH-CBD, 7-OH-CBD-
glukuronid, 7-COOH-CBD-glukuronid in CBD-glukuronid.  
4.3.1 Pozitivna kontrola 
S pozitivno kontrolno smo potrdili ustreznost pogojev inkubacije. Detektirali smo 
metabolite omeprazola, diklofenaka, metoprolola in raloksifena, ki so podani v preglednici 
XVI in prikazani na slikah 8, 9 in 10. Metabolitov karbamazepina nismo detektirali. Za 
potrditev identitete metabolitov bi bilo treba uporabiti še kakšno drugo analizno tehniko, 
npr. visokoresolucijsko masno spektrometrijo. Odzivi metabolitov I. faze so približno 100-
krat nižji od metabolitov II. faze. Predvidevali smo, da je razlog za slabšo aktivnost 
encimov najverjetneje pomanjkanje kofaktorjev, npr. NADPH, ali pa, da so bili encimi 
slabo aktivni. Tako NADPH kot encimi so občutljivi na povišano temperaturo, zato smo 
inkubacijo izvedli z novim virom NADPH in podganjo jetrno S9 frakcijo, ki smo jo 
pridobili od sodelavcev s Katedre za farmacevtsko kemijo na Fakulteti za farmacijo. 
Rezultati s podganjimi encimi so bili le nekoliko boljši, ne pa toliko, da bi lahko potrdili 
razgrajen NADPH ali neaktivnost človeške S9 frakcije pri naših prvotnih poskusih. 
Preglednica XVI: Učinkovine pozitivne kontrole, njihovi metaboliti in najverjetnejši retencijski časi 
Učinkovina Metabolit Retencijski čas metabolita [min] 
Omeprazol OH-omeprazol 1,90, 2,09, 2,30 
Diklofenak 4-OH-Diklofenak 3,39 
Metoprolol αOH-Metoprolol 0,69 
Raloksifen Raloksifen-glukuronid 1,04, 1,27 
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Slika 8: Kromatogram pozitivnih kontrol ob času t = 0 minut 
 
Slika 9: Kromatogram metabolitov pozitivne kontrole in kromatogram negativne kontrole, ki se skriva v šumu bazne 
linije, ob času t = 120 minut 
 
Slika 10: Kromatogram metabolitov raloksifena in kromatogram negativne kontrole, ki se skriva v šumu bazne linije, ob 
času t = 120 minut 
4.3.2 Testni vzorci  
Inkubacijo s CBD smo najprej izvedli po osnovnem postopku, kasneje pa še s podaljšanim 
časom inkubacije in višjo koncentracijo analita in encimov. Pri inkubaciji so uspešno 
nastali glukuronidi (slika 11), medtem ko 7-COOH-CBD nismo zaznali. Pri tem se nam 
poraja vprašanje, ali so za odsotnost metabolita odgovorni neustrezni pogoji inkubacije ali 
pa v frakciji S9 ni encimov, ki katalizirajo oksidacijo CBD-OH do CBD-COOH.  
 
Slika 11: Kromatogram CBD, CBD-glukuronida in negativne kontrole, ki je v šumu bazne linije, ob času t = 120 minut 
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4.4 Vrednotenje metode 
Z vrednotenjem razvite metode smo preverjali, ali naša metoda daje dovolj zanesljive 
rezultate, da jo lahko uporabimo na realnih vzorcih v klinični študiji.  
4.4.1  Umeritvena krivulja 
Za opis zveze med koncentracijo in odzivom inštrumenta smo uporabili kvadratni 
regresijski model, z 1/c ali 1/c2 obtežitvijo podatkov (sliki 12 in 13). Pri tem smo dobili 
visoke determinacijske koeficiente (r2 > 0,99) in ustrezno točnost tudi pri nizkih 
koncentracijah, ki bi bila z uporabo linearnega modela ali brez obtežitve podatkov 
neustrezna. Točnost in ponovljivost kalibratorjev je podana v preglednici XVII. 
Preglednica XVII: Točnost in ponovljivost kalibratorjev v treh validacijskih analizah 
CBD 
 cnominalna [µg/L] 1 2,5 5 7,5 10 40 100 250 500 1000 r
2 
n
 =
 3
 
točnost [%] 105,8 90,2 93,8 96,3 97,1 101,7 107,9 107,0 103,6 97,2 
0,9952 
RSD [%] 1,0 2,9 2,6 1,9 1,8 1,3 0,8 1,0 4,0 1,6 
THC 
 
cnominalna [µg/L] 1 2 4 6 10 20 50 100 
 
n
 =
 3
 
točnost [%] 101,7 100,0 102,4 95,9 96,4 99,5 100,7 99,9 
0,9994 
RSD [%] 14,3 6,5 3,7 5,3 9,7 4,5 1,3 0,3 
THC-OH 
 
cnominalna [µg/L] 6 10 15 20 40 60 80 100 
 
n
 =
 3
 
točnost [%] 100,1 99,4 99,3 103,2 93,5 102,2 100,5 99,5 
0,9971 
RSD [%] 2,2 4,9 2,0 5,1 8,0 4,3 0,7 1,0 
THC-COOH 
 
cnominalna [µg/L] 2,5 5 7,5 10 20 80 200 400 800 1000 
 
n
 =
 3
 
točnost [%] 101,5 99,1 99,8 98,6 94,2 99,3 104,8 104,3 100,7 97,6 
0,9973 
RSD [%] 3,6 7,1 3,7 1,5 2,1 2,9 4,6 3,3 2,6 1,4 
RSD – relativni standardni odklon, r2 – determinacijski koeficient 
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Slika 12: Kalibracijske krivulje treh validacijskih analiz za CBD (z zeleno) in THC-COOH (z modro) 
 
Slika 13: Kalibracijske krivulje treh validacijskih analiz za THC (z rumeno) in THC-OH (z rdečo) 
4.4.2 Točnost in ponovljivost 
Znotraj-dnevna točnost in ponovljivost sta bili pri CBD, THC in THC-COOH ustrezni 
(preglednica XVIII). Točnost je bila med 87,66 % in 110,39 % ter ponovljivost med 1,05 
% in 8,84 %. Pri THC-COOH je pri tretji validacijski analizi prišlo do napake pri pripravi 
osnovnih ali delovnih raztopin, kar smo potrdili z ustreznimi rezultati pri dodatni, četrti 
validacijski analizi. Pri THC-OH sta dva kalibratorska vzorca odstopala nad dovoljeno 
mejo 15 %, zato kljub temu, da je bila večina kontrolnih vzorcev ustreznih, ustrezne 
točnosti in ponovljivosti metode ne moremo potrditi. Sumimo, da je za neustreznost kriv 
učinek matrice, ki ni bil odpravljen, saj za ta analit nismo imeli na voljo izotopno 
označenega internega standarda. Če bi v prihodnjih analizah in validaciji želeli vključiti 
tudi analit THC-OH, bi bilo smiselno vključiti ustreznejši interni standard, npr. THC-OH-
d3. 
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Preglednica XVIII: Znotraj dnevna točnost in ponovljivost 
 
QC vzorec LLOQ QCl QCm QCh 
N = 5 cnominalna [µg/L] 1,00 3,00 300,00 750,00 
CBD točnost [%] 93,42 87,66 101,75 94,33 
 
RSD [%] 3,05 4,29 1,54 6,40 
 
točnost [%] 100,83 88,72 101,15 94,65 
 
RSD [%] 2,62 4,57 2,86 2,36 
 
točnost [%] 102,35 89,34 103,73 98,76 
 
RSD [%] 1,78 4,42 1,19 1,05 
 
točnost [%] 100,16 92,85 103,41 97,37 
 
RSD [%] 3,43 4,48 2,10 0,75 
      
N = 5 cnominalna [µg/L] 1,00 3,00 30,00 75,00 
THC točnost [%] 110,39 90,24 94,83 91,94 
 
RSD [%] 4,20 4,69 6,31 4,98 
 
točnost [%] 108,99 90,23 96,94 96,63 
 
RSD [%] 8,03 5,63 7,04 2,47 
 
točnost [%] 104,67 93,09 101,98 105,85 
 
RSD [%] 7,24 2,76 2,81 4,66 
 
točnost [%] 97,51 98,10 101,72 101,59 
 
RSD [%] 8,77 6,49 2,89 5,05 
      
N = 5 cnominalna [µg/L] 6,00 20,00 40,00 80,00 
THC-OH točnost [%] 103,53 109,55 116,98 105,83 
 
RSD [%] 6,50 4,68 7,54 3,30 
 
točnost [%] 152,26* 145,18* 145,13* 154,19* 
 
RSD [%] 13,27 10,88 9,25 7,24 
 
točnost [%] 106,74 98,04 103,48 107,04 
 
RSD [%] 8,76 8,18 5,01 1,99 
 
točnost [%] 96,67 100,21 101,66 102,71 
 
RSD [%] 4,71 15,81 7,78 4,47 
      
N = 5 cnominalna [µg/L] 2,50 7,50 300,00 750,00 
THC-COOH točnost [%] 97,25 95,96 105,01 97,77 
 
RSD [%] 2,90 4,65 2,89 2,36 
 
točnost [%] 105,14 97,94 103,42 99,81 
 
RSD [%] 5,73 4,91 2,30 1,36 
 
točnost [%] 159,11* 96,93 103,12 101,92 
 
RSD [%] 3,74 6,15 1,71 1,05 
 
točnost [%] 103,57 96,14 100,30 94,83 
 
RSD [%] 8,84 8,29 6,51 3,06 
*Neustrezna priprava delovnih raztopin 
LLOQ – spodnja meja kvantifikacije, QCl – kontrolni vzorec pri nizki koncentraciji, QCm – kontrolni vzorec 
pri srednji koncentraciji, QCh – kontrolni vzorec pri visoki koncentraciji 
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Med-dnevna točnost in ponovljivost sta bili pri vseh analitih ustrezni (preglednica XIX). 
Točnost je bila med 92,27 % in 107,37 % ter ponovljivost med 2,12 % in 11,06 %. 
Preglednica XIX: Med-dnevna točnost in ponovljivost 
 
QC vzorec LLOQ QCl QCm QCh 
N = 20 cnominalna [µg/L] 1 3 300 750 
CBD točnost [%] 99,19 92,27 102,51 96,28 
 
RSD [%] 4,27 4,65 2,12 2,40 
      
N = 20 cnominalna [µg/L] 1,00 3,00 30,00 75,00 
THC točnost [%] 105,39 92,91 98,87 99,00 
 
RSD [%] 8,10 5,85 5,59 6,87 
      
N = 15 cnominalna [µg/L] 6,00 20,00 40,00 80,00 
THC-OH točnost [%] 102,32 102,60 107,37 105,20 
 
RSD [%] 8,18 11,06 9,01 3,82 
      
N = 20 cnominalna [µg/L] 2,50 7,50 300,00 750,00 
THC-COOH točnost [%] 101,99* 96,74 102,96 98,58 
 
RSD [%] 6,31* 5,55 3,66 3,41 
*N = 15  
Ponovljivost injiciranja je znašala 0,6 % pri CBD, 4,3 % pri THC, 3,3 % pri THC-OH in 
2,6 % pri THC-COOH.  
Kromatogrami analitov in internih standardov pri enem izmed kontrolnih vzorcev so 
predstavljeni na slikah 14 in 15. 
 
Slika 14: Kromatogram THC-COOH, THC-OH, CBD in THC iz kontrolnega vzorca pri visoki koncentraciji (QCh) 
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Slika 15: Kromatogram THC-COOH-d3, CBD-d3 in THC-d3 iz kontrolnega vzorca pri visoki koncentraciji (QCh) 
4.4.3 Selektivnost 
Razvita analizna metoda zagotavlja ustrezno selektivnost za vse analite in interne 
standarde (sliki 16 in 17). Ob retencijskih časih dobro ločenih analitov v neobogatenih 
vzorcih ne opazimo nobene endogene interference. 
 
Slika 16: Kromatogrami analitov pri meji kvantifikacije (z zeleno) in neobogatenih vzorcev iz šestih različnih virov 
plazme (z drugimi barvami) 
 
Slika 17: Kromatogram internih standardov (z modro) in neobogatenih vzorcev iz šestih različnih virov plazme (z 
drugimi barvami, v šumu bazne linije) 
Veliko nevarnost za selektivnost metode predstavljajo metaboliti, npr. glukuronidi, ki 
imajo po odcepu glukuronske kisline, ki je vezana le s šibko etrsko vezjo, enake masne 
prehode kot neglukuronidirani analiti. Tako lahko THC- ali CBD-glukuronid, ob hkratni 
majhni razliki v retencijskih časih, navidezno poviša koncentracijo THC oziroma CBD.(60) 
Mi smo selektivnost preverili s CBD-glukuronidom, ki smo ga sintetizirali s pomočjo 
človeške jetrne S9 frakcije. CBD-glukuronid se po validirani metodi eluira pri retencijskem 
času 0,54 minut in je dobro ločen od vseh ostalih analitov. Glede na zelo velik razmak med 
vrhoma CBD-glukuronida in CBD (slika 18) lahko z visoko verjetnostjo predpostavimo, da 
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bodo tudi vsi ostali glukuronidirani metaboliti dovolj dobro ločeni od svojih 
neglukuronidiranih analogov.  V prihodnosti bo treba preveriti še selektivnost z ostalimi 
metaboliti CBD, saj imata CBD-OH in CBD-COOH najverjetneje enaka MRM prehoda 
kot THC-OH in THC-COOH. 
 
Slika 18: Prekrivajoča slika kromatogramov CBD (modra barva) in CBD-glukuronida (zelena barva) posneta z 
validirano LC-MS/MS metodo 
4.4.4 Občutljivost 
Pri CBD in THC smo spodnjo mejo kvantifikacije določili pri koncentraciji 1 µg/L, pri 
THC-OH pri 6 µg/L in pri THC-COOH pri 2,5 µg/L. Mejo smo pri vseh analitih potrdili z 
analizo petih paralelk v vsaj treh validacijskih analizah. Pri vseh je bil odziv vsaj 5-krat 
večji kot pri ničelnem kalibratorju (slika 19), točnost je bila med 93,42 % in 110,39 % ter 
ponovljivost med 2,90 in 8,84 % (preglednica XVIII). 
 
Slika 19: Kromatogrami analitov na meji kvantifikacije (z zeleno) in ničelnih kalibratorjev (s črno) 
4.4.5 Izkoristek in učinek matrice 
Izkoristek in učinek matrice smo vrednotili pri nizkih, srednjih in visokih koncentracijah 
(QCl, QCm in QCh) v treh paralelkah. 
Izkoristek 
Izkoristek je bil pri končni metodi med 84,92 % in 101,62 % pri THC, CBD in THC-OH 
ter med 30,42 % in 31,09 % pri THC-COOH (preglednica XX). Ponovljivost je bila pri 
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CBD, THC in THC-COOH pod 4 % RSD, pri THC-OH pa pod 8 % RSD. Pri izkoristku ni 
treba, da je ta 100-odstoten, ampak je najpomembneje, da je ponovljiv, čemur naši rezultati 
ustrezajo. Vseeno pa nas glede na nepolarnost THC-COOH preseneča, da ga kljub 
nakisanju plazme v razmerju 1 : 1 z 0,1 % fosforno kislino in 2-urnemu mešanju nismo 
uspeli približati k ostalim analitom.  
Preglednica XX: Izkoristek pri nizki (QCl), srednji (QCm) in visoki (QCh) koncentraciji [%]; n =3 
 
QCl QCm QCh 
CBD 84,92 ± 2,04 88,32 ± 3,24 84,92 ± 2,34 
THC 90,45 ± 3,32 99,30 ± 4,05 92,20 ± 3,74 
THC-OH 92,42 ± 8,85 101,62 ± 7,62 98,01 ± 6,03 
THC-COOH 31,09 ± 0,99 30,42 ± 0,23 30,85 ± 0,23 
Absolutni učinek matrice 
Že med razvojem metode smo opazili, da se učinka matrice ne moremo povsem znebiti, 
lahko pa učinek matrice dobro nevtraliziramo z uporabo izotopno označenih internih 
standardov. Negativni učinek matrice je pri CBD, THC in THC-OH znašal povprečno –
22,8 %, –59,4 % in –86,3 % v enakem vrstnem redu. Pri THC-COOH pa je pozitivni 
učinek matrice znašal v povprečju +7,8 %. Opažamo večji učinek matrice pri nižjih 
koncentracijah analitov, največji je pri vseh analitih pri QCl kontrolnih vzorcih 
(preglednica XXI).  
S THC-OH, ki ima izredno visok učinek matrice, smo imeli največje težave s točnostjo in 
ponovljivostjo, saj smo kot interni standard vključili CBD-d3, ki ima precej nižji učinek 
matrice. Če bo pri klinični študiji potreba po detekciji tega analita, je smiselno razmisliti o 
vključitvi izotopno označenega internega standarda THC-OH-d3. 
Preglednica XXI: Absolutni učinek matrice pri nizki (QCl), srednji (QCm) in visoki (QCh) koncentraciji [%]; n = 3 
 
QCl QCm QCh 
CBD –29.15 ± 1.68 –23.72 ± 2.77 –15.46 ± 2.35 
THC –61.22 ± 1.45 –59.33 ± 1.63 –57.57 ± 1.76 
THC-OH –93.13 ± 0.66 –82.80 ± 1.28 –83.02 ± 1.05 
THC-COOH 9.15 ± 3.45 7.17 ± 0.78 7.02 ± 0.80 
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Relativni učinek matrice 
Pri CBD, THC in THC-COOH je relativni standardni odklon (RSD) naklonov regresijskih 
premic znašal 2,63 %, 3,43 % in 2,37 % (preglednica XXII in slika 20), zato lahko 
potrdimo odsotnost relativnega učinka matrice med posameznimi viri bioloških vzorcev. 
Vse premice so imele visok determinacijski koeficient (r2 > 0,99). RSD naklonov pri THC-
OH ne ustreza kriteriju do 3-4 %. Pri THC-OH znaša RSD naklonov brez uporabe 
internega standarda 5,81 %, z uporabo internega standarda (CBD-d3) pa kar 13,89 %. 
Omenjena razlika priča o tem, da CBD-d3 ni najprimernejši interni standard, zato 
priporočamo, da se validacija dopolni z uporabo THC-OH-d3 kot internim standardom. 
Preglednica XXII: Primerjava naklonov umeritvenih premic iz plazem šestih različnih darovalcev 
 
SD povprečje RSD [%] r2 
CBD 4510 44179 10,21 0,9969 
CBD/IS 0,00197 0,0751 2,63 0,9998 
THC 541 2144 25,26 0,9973 
THC/IS 0,00152 0,0443 3,43 0,9973 
THC-COOH 186,05 1329,70 13,99 0,9988 
THC-COOH/IS 0,000323 0,0136 2,37 0,9990 
THC-OH 66,34761 1142,566 5,81 0,9842 
THC-OH/IS 0,000195 0,00198 13,89 0,9624 
SD – standardna deviacija, RSD – relativni standardni odklon, r2 – determinacijski koeficient 
 
Slika 20: Umeritvene premice CBD (levo zgoraj), THC-COOH (levo spodaj), THC (desno zgoraj) in THC-OH (desno 
spodaj) iz plazem šestih različnih darovalcev 
4.4.6 Redčenje vzorcev s koncentracijami nad zgornjo mejo umeritvene 
premice 
Pri vseh analitih sta točnost in ponovljivost ustrezni (preglednica XXIII). Točnost je 
znašala med 89,47 % in 109,50 %, ponovljivost pa med 1,07 % in 7,49 %. Ustrezni 
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rezultati omogočajo razširitev uporabnega območja metode do 5000 μg/L pri CBD in 
THC-COOH, ter do 500 μg/L pri THC in THC-OH.  
Preglednica XXIII: Točnost in ponovljivost redčenih vzorcev nad zgornjo mejo kvantifikacije 
 
točnost [%] n = 3 
 
ponovljivost [%] n = 3 
  2,5 × ULOQ 5 × ULOQ   2,5 × ULOQ 5 × ULOQ 
CBD 91,70 92,73 
 
1,07 7,49 
THC 109,50 106,23 
 
3,31 7,24 
THC-OH 89,47 89,86 
 
5,16 2,05 
THC-COOH 105,10 99,93   6,79 3,85 
ULOQ – zgornja meja kvantifikacije 
4.4.7 Stabilnost vzorcev 
Preglednica XXIV: Stabilnost vzorcev 
  
Sobna 
temperatura  
Zamrzovanje in 
odtajanje  
Kratkotrajna 
stabilnost  
V avtomatskem 
vzorčevalniku 
  
4 ure 
 
trije cikli 
 
17 dni; –80 °C 
 
36 ur; 10 °C 
n = 3 
 
QCl QCh 
 
QCl QCh 
 
QCl QCh 
 
QCl QCh 
CBD izmerjeno [%] 88,2 94,2 
 
85,8 94,0 
 
86,0 91,2 
 
87,1 93,8 
THC izmerjeno [%] 104,7 96,4 
 
86,5 98,8 
 
89,3 96,4 
 
99,0 100,2 
THC-
OH 
izmerjeno [%] 95,6 114,6 
 
91,9 95,8 
 
110,3 107,7 
 
94,6 96,7 
THC-
COOH 
Izmerjeno [%] 94,4 96,8 
 
102,4 101,6 
 
91,2 88,5 
 
96,5 93,0 
QCl – kontrolni vzorec pri nizki koncentraciji, QCm – kontrolni vzorec pri srednji koncentraciji, QCh – 
kontrolni vzorec pri visoki koncentraciji 
Vzorci morajo biti stabilni pri vseh procesih od odvzema vzorca do analize. Pri 
vrednotenju stabilnosti lahko koncentracija odstopa od nominalne največ 15 %. Naši vzorci 
so stabilni vsaj 17 dni pri –80 °C, vsaj tri cikle zamrzovanja in odtajanja, pri sobni 
temperaturi vsaj štiri ure in v avtomatskem vzorčevalniku vsaj 36 ur pri 10 °C (preglednica 
XXIV). Za popolne podatke o stabilnosti vzorcev bo treba opraviti še analizo dolgotrajne 
stabilnosti pri –80 °C v obdobju 1 meseca. 
4.4.8 Primerjava z obstoječimi metodami 
V primerjavo smo vključili vse najpomembnejše objavljene LC-MS metode, ki merijo 
koncentracije CBD in THC v človeški plazmi (preglednica I). 
Uporabljen volumen plazme pri omenjenih metodah je med 50 μL in 1000 μL, pri naši 
metodi pa uporabljamo 500 μL plazme. Majhni volumni so pri metodi za namen klinične 
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študije še posebej pomembni, saj je namenjena analizi pediatričnih vzorcev, kjer je 
volumen odvzete krvi majhen. Pri razviti metodi uporabljamo učinkovito in cenovno 
ugodno ekstrakcijo tekoče-tekoče. Cena uporabljenih organskih topil je v primerjavi s ceno 
najpogosteje uporabljenih polimernih kartuš pri ekstrakciji na trdnem nosilcu (SPE) od 10- 
do 15-krat nižja. Čeprav je celokupni čas priprave vzorca pri ekstrakciji tekoče-tekoče 
zaradi nekoliko daljšega časa stresanja (2 uri) najdaljši, je samega laboratorijskega dela 
približno enako kot pri obarjanju proteinov in manj kot v primeru ekstrakcije na trdnem 
nosilcu. Omenjene metode imajo v primerjavi z našo primerljive izkoristke pri CBD, THC, 
in THC-OH, pri THC-COOH pa boljše. 
Glavna prednost naše metode pri kromatografiji so kratki časi analize, saj je celokupni čas 
ene analize 4,1 minute, medtem ko je pri obstoječih metodah 6-25 minut. Uporabljamo tudi 
najmanjši volumen injiciranja – 3 μL, ki je pri obstoječih metodah med 5 μL in 50 μL. 
Majhen volumen injiciranja praviloma naredi metodo bolj robustno z vidika učinka 
matriksa, poleg tega pa pozitivno vpliva na življenjsko dobo kolone ter nižje vzdrževalne 
stroške masnega spektrometra, saj na ta način močno zmanjšamo vnos neželenih 
endogenih komponent iz ozadja vzorca. 
Spodnjo mejo kvantifikacije smo pri naši metodi določili pri 1 μg/L za THC in CBD, ki sta 
naša primarna analita, 2,5 μg/L za THC-COOH in 6 μg/L za THC-OH. Pri obstoječih 
metodah drugih avtorjev je ta meja za vse analite znašala med 0,05 μg/L in 1,56 μg/L. Pri 
tem velja omeniti, da so bili pri vseh citiranih metodah uporabljeni masni spektrometri 
višjega cenovnega in občutljivostnega razreda, kot je naš model, ki spada v srednji razred. 
Samo pri eni izmed navedenih metod so uporabljali masni detektor enakega 
zmogljivostnega razreda, a so za povečanje občutljivosti uporabljali dodaten korak 
kemične derivatizacije analitov z danzil kloridom, ki značilno izboljša ionizacijo 
kanabinoidov. Dodatna prednost naše metode za namene klinične študije je široko 
koncentracijsko območje, ki z redčenjem vzorcev omogoča merjenje koncentracij CBD in 
THC-COOH do 5000 μg/L, THC in THC-OH pa do 500 μg/L. Večina obstoječih metod 
ima zgornjo mejo kvantifikacije določeno med 50 μg/L in 400 μg/L, ena metoda pa tudi do 
1000 μg/L. V primeru, da bi se pri kliničnih vzorcih pojavilo znatno število vzorcev pod 
našo mejo kvantifikacije, bi z gotovostjo lahko posegli po zgoraj omenjenem postopku 
derivatizacije, ki smo ga nedavno zelo uspešno uvedli v našem laboratoriju za potrebe 
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kvantifikacije steroidnih analitov, s čimer bi lahko še dodatno krepko izboljšali občutljivost 
naše metode za kanabinoide. 
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5 Sklep 
Uspešno smo razvili LC-MS/MS metodo za merjenje CBD, THC in THC-COOH v 
človeški krvni plazmi in jo potrdili z validacijo po načelih smernic FDA za validacijo 
bioanaliznih metod. S to metodo je mogoče natančno in zanesljivo določati plazemske 
koncentracije CBD od 1 do 5000 μg/L, THC-COOH od 2,5 do 5000 μg/L in THC od 1 do 
100 μg/L. Koncentracijo THC-OH lahko z razvito metodo merimo od 6 do 500 μg/L, 
vendar smo pri vrednotenju točnosti in ponovljivosti imeli dva vzorca, ki kriterijem nista 
ustrezala in sta bila tik nad predpisano mejo. 
Med razvojem priprave vzorca smo preizkusili pet različnih tekočinskih ekstrakcij, 18 vrst 
kartuš za ekstrakcijo na trdnem nosilcu, en filter in 2 kartuši za podprto tekočinsko 
ekstrakcijo (SLE). Med vsemi se je za najprimernejšo izkazala ekstrakcija tekoče-tekoče z 
zmesjo topil heksana in etilacetata v razmerju 9 : 1. 
Kromatografsko ločbo smo izvedli na koloni Kinetex C18 z gradientnim programom. Za 
izboljšanje občutljivosti metode smo namesto 0,05-odstotne mravljinčne kisline uporabili 
0,2 mM amonijev fluorid, s katerim smo uspeli povečati občutljivost 16,1-krat pri CBD, 
13,7-krat pri THC, 6,5-krat pri THC-OH in 2,5-krat pri THC-COOH. Po nam znanih 
informacijah amonijevega fluorida kot dodatek mobilni fazi pri analizi kanabinoidov ni 
uporabil še nihče.  
S človeško jetrno frakcijo S9 smo uspešno in vitro pripravili CBD-glukuronid, s katerim 
smo potrdili selektivnost metode. Ni nam pa uspelo pripraviti CBD-COOH, ki je v telesu 
najpogostejši metabolit in s katerim bo selektivnost metode še treba ovrednotiti ob 
pridobitvi ustreznega standarda. Glede na ustrezne rezultate pozitivne kontrole je 
najverjetnejši razlog za neuspeh slaba aktivnost oziroma odsotnost encimov, ki katalizirajo 
oksidacijo CBD-OH do CBD-COOH. 
V sklopu štirih validacijskih dni smo potrdili umeritvene krivulje od 1 do 1000 μg/L za 
CBD, od 1 do 100 μg/L za THC, od 6 do 100 μg/L za THC-OH in od 2,5 do 1000 μg/L za 
THC-COOH. Z redčenjem vzorcev lahko analiziramo tudi vzorce s 5-kratno koncentracijo 
zgornje meje kvantifikacije. Izkoristek je znašal povprečno 30,8 % pri THC-COOH in nad 
85 % pri ostalih analitih. Absolutni učinki matrice pri CBD, THC, THC-OH in THC-
COOH so znašali v povprečju –22,8 %, –59,4 %, –86,3 % in +7,8 %, v tem vrstnem redu. 
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Po principu Matuszewskega smo dokazali odsotnost relativnega učinka matrice pri CBD, 
THC in THC-COOH. Vzorci so dokazano stabilni vsaj 17 dni pri –80 °C, tri cikle 
zamrzovanja in odtajanja, štiri ure pri sobni temperaturi in 36 ur v avtomatskem 
vzorčevalniku pri 10 °C. 
Glavna pomanjkljivost naše metode je neuporaba primernega internega standarda za 
THC-OH. Če bo pri nadaljnjih analizah potreba po določanju tega analita, priporočamo 
vključitev izotopno označenega internega standarda THC-OH-d3, saj bi s tem verjetno 
ustrezno izboljšali točnost in ponovljivost rezultatov. Dodatna možnost za izboljšanje 
rezultatov THC-OH pa je izboljšava kromatografskih pogojev, s katerimi bi lahko 
zmanjšali učinek matrice, ki je pri naših pogojih kar –86 %. 
  
Marko Kočevar – magistrska naloga  Literatura 
63 
6 Literatura 
1.  Rang H, Dale M, Ritter M, Flower RM. Rang and Dale’s Pharmacology. 6. izdaja. 
Edinburgh: Churchill Livingstone, 2007: 248–253. 
2.  Bonini SA, Premoli M, Tambaro S, Kumar A, Maccarinelli G, Memo M, Mastinu 
A. Cannabis sativa: A comprehensive ethnopharmacological review of a medicinal 
plant with a long history. Journal of Ethnopharmacology, 2018; 227: 300–315. 
3.  Citti C, Braghiroli D, Vandelli MA, Cannazza G. Pharmaceutical and biomedical 
analysis of cannabinoids: A critical review. Journal of Pharmaceutical and 
Biomedical Analysis, 2018; 147: 565–579. 
4.  Gonçalves J, Rosado T, Soares S, Simão A, Caramelo D, Luís Â, Fernández N, 
Barroso M, Gallardo E, Duarte A. Cannabis and Its Secondary Metabolites: Their 
Use as Therapeutic Drugs, Toxicological Aspects, and Analytical Determination. 
Medicines, 2019; 6(1): 31. 
5.  Kalant H, Grant DM, Mitchell J. Priciples of Medical Pharmacology. 7. izdaja. 
Saunders Elsevier. Toronto. 2007: 435–346. 
6.  Spindle TR, Cone EJ, Schlienz NJ, Mitchell JM, Bigelow GE, Flegel R, Hayes E, 
Vandrey R. Acute Pharmacokinetic Profile of Smoked and Vaporized Cannabis in 
Human Blood and Oral Fluid. Journal of analytical toxicology, 2019; 43(4): 233–
258. 
7.  European Monitoring Centre for Drugs and Addiction. Medical Use of Cannabis and 
Cannabinoids: Questions and Answers for Policymaking. Dostopno na: 
http://www.emcdda.europa.eu/publications/rapid-communications/medical-use-of-
cannabis-and-cannabinoids-questions-andanswers-for-policymaking_en; Dostop: 
3/2019. 
8.  Uredba o razvrstitvi prepovedanih drog. 2014. Uradni list RS, št. 45/14. stran 5124. 
9.  Uredba o spremembi in dopolnitvah Uredbe o razvrstitvi prepovedanih drog. 2016. 
Uradni list RS, št. 22/16, stran 3013. 
10.  Čufar A. Regulatorni vidik predpisovanja kanabinoidov. Farmacevtski Vestnik, 
Marko Kočevar – magistrska naloga  Literatura 
64 
2016; 67(2–3): 91–96. 
11.  Uredba o spremembah in dopolnitvah Uredbe o razvrstitvi prepovedanih drog. 2017. 
Uradni list RS, št. 14/17, stran 1936. 
12.  Nacionalni inštitut za javno zdravje. Poraba zdravil v letu 2016. Dostopno na: 
http://www.nijz.si/sites/www.nijz.si/files/publikacije-
datoteke/poraba_zdravil_2016_290617_zadnja.pdf; dostop: 3/2019. 
13.  Vlada republike Slovenije. Mnenje o Predlogu zakona o gojenju konoplje in 
pridobivanju kanabisa v medicinske namene. Dostopno na: http://imss.dz-
rs.si/IMiS/ImisAdmin.nsf/ImisnetAgent?OpenAgent&2&DZ-MSS-
01/ca20e005e2cbf9860abb40052f7371279c2316a88c3b9ae68005791979b70072; 
dostop: 3/2019. 
14.  Taylor L, Gidal B, Blakey G, Tayo B, Morrison G. A Phase I, Randomized, Double-
Blind, Placebo-Controlled, Single Ascending Dose, Multiple Dose, and Food Effect 
Trial of the Safety, Tolerability and Pharmacokinetics of Highly Purified 
Cannabidiol in Healthy Subjects. CNS Drugs, 2018; 32(11): 1053–1067. 
15.  Laprairie RB, Bagher AM, Kelly MEM, Denovan-Wright EM. Cannabidiol is a 
negative allosteric modulator of the cannabinoid CB1 receptor. British journal of 
pharmacology, 2015; 172(20): 4790–4805. 
16.  Lucas CJ, Galettis P, Schneider J. The pharmacokinetics and the pharmacodynamics 
of cannabinoids. British Journal of Clinical Pharmacology, 2018; 84(11): 2477–
2482. 
17.  Russo E, Guy GW. A tale of two cannabinoids: The therapeutic rationale for 
combining tetrahydrocannabinol and cannabidiol. Medical Hypotheses, 2006; 66(2): 
234–246. 
18.  Devinsky O, Marsh E, Friedman D, Thiele E, Laux L, Sullivan J, Miller I, Flamini 
R, Wilfong A, Filloux F, Wong M, Tilton N, Bruno P, Bluvstein J, Hedlund J, et al. 
Cannabidiol in patients with treatment-resistant epilepsy: an open-label 
interventional trial. The Lancet Neurology, 2016; 15(3): 270–278. 
19.  Tzadok M, Uliel-Siboni S, Linder I, Kramer U, Epstein O, Menascu S, Nissenkorn 
Marko Kočevar – magistrska naloga  Literatura 
65 
A, Yosef OB, Hyman E, Granot D, Dor M, Lerman-Sagie T, Ben-Zeev B. CBD-
enriched medical cannabis for intractable pediatric epilepsy: The current Israeli 
experience. Seizure, 2016; 35: 41–44. 
20.  Neubauer D, Perković Benedik M, Osredkar D. Cannabidiol for treatment of 
refractory childhood epilepsies: Experience from a single tertiary epilepsy center in 
Slovenia. Epilepsy and Behavior, 2018; 81: 79–85. 
21.  Millar SA, Stone NL, Yates AS, O’Sullivan SE. A systematic review on the 
pharmacokinetics of cannabidiol in humans. Frontiers in Pharmacology, 2018; 9. 
22.  Stott C, White L, Wright S, Wilbraham D, Guy G. A phase I, open-label, 
randomized, crossover study in three parallel groups to evaluate the effect of 
rifampicin, ketoconazole, and omeprazole on the pharmacokinetics of THC/CBD 
oromucosal spray in healthy volunteers. SpringerPlus, 2013; 2(1): 236. 
23.  Geffrey AL, Pollack SF, Bruno PL, Thiele EA. Drug-drug interaction between 
clobazam and cannabidiol in children with refractory epilepsy. Epilepsia, 2015; 
56(8): 1246–1251. 
24.  Zhu H-J. Characterization of P-glycoprotein Inhibition by Major Cannabinoids from 
Marijuana. Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, 2006; 317(2): 
850–857. 
25.  Brandon EFA, Raap CD, Meijerman I, Beijnen JH, Schellens JHM. An update on in 
vitro test methods in human hepatic drug biotransformation research: Pros and cons. 
Toxicology and Applied Pharmacology, 2003; 189(3): 233–246. 
26.  Trdan Lušin T, Trontelj J. In vitro modeli za preučevanje metabolizma učinkovin v 
jetrih. Farmacevtski Vestnik, 2011; 62(4): 171–174. 
27.  Hakura A, Suzuki S, Satoh T. Improvement of the Ames Test Using Human Liver 
S9 Preparation. P. in Optimization in Drug Discovery. 2009; 46(3): 169–172. 
28.  Martin B, nordqvist M, agurell S, lindgren JE, Leander K, Binder M. Identification 
of monohydroxylated metabolites of cannabidiol formed by rat liver. Journal of 
Pharmacy and Pharmacology, 1976; 28(4): 275–279. 
Marko Kočevar – magistrska naloga  Literatura 
66 
29.  Brown NK, Harvey DJ. In vitro metabolism of cannabichromene in seven common 
laboratory animals. Drug Metabolism and Disposition, 1990; 18(6): 1065–1070. 
30.  Jiang R, Yamaori S, Takeda S, Yamamoto I, Watanabe K. Identification of 
cytochrome P450 enzymes responsible for metabolism of cannabidiol by human 
liver microsomes. Life Sciences, 2011; 89(5–6): 165–170. 
31.  Lowe RH, Karschner EL, Schwilke EW, Barnes AJ, Huestis MA. Simultaneous 
quantification of Δ9-tetrahydrocannabinol, 11-hydroxy-Δ9-tetrahydrocannabinol, 
and 11-nor-Δ9-tetrahydrocannabinol-9-carboxylic acid in human plasma using two-
dimensional gas chromatography, cryofocusing, and electron impact-mass 
spectrometry. Journal of Chromatography A, 2007; 1163(1–2): 318–327. 
32.  Nadulski T, Sporkert F, Schnelle M, Stadelmann AM, Roser P, Schefter T, Pragst F. 
Simultaneous and sensitive analysis of THC, 11-OH-THC, THC-COOH, CBD, and 
CBN by GC-MS in plasma after oral application of small doses of THC and 
cannabis extract. Journal of Analytical Toxicology, 2005; 29(8): 782–789. 
33.  Sørensen LK, Hasselstrøm JB. Sensitive determination of cannabinoids in whole 
blood by LC-MS-MS after rapid removal of phospholipids by filtration. Journal of 
Analytical Toxicology, 2017; 41(5): 382–391. 
34.  Rosado T, Fernandes L, Barroso M, Gallardo E. Sensitive determination of THC 
and main metabolites in human plasma by means of microextraction in packed 
sorbent and gas chromatography–tandem mass spectrometry. Journal of 
Chromatography B: Analytical Technologies in the Biomedical and Life Sciences, 
2017; 1043: 63–73. 
35.  Sergi M, Montesano C, Odoardi S, Mainero Rocca L, Fabrizi G, Compagnone D, 
Curini R. Micro extraction by packed sorbent coupled to liquid chromatography 
tandem mass spectrometry for the rapid and sensitive determination of cannabinoids 
in oral fluids. Journal of Chromatography A, 2013; 1301: 139–146. 
36.  Emídio ES, de Menezes Prata V, Dórea HS. Validation of an analytical method for 
analysis of cannabinoids in hair by headspace solid-phase microextraction and gas 
chromatography-ion trap tandem mass spectrometry. Analytica Chimica Acta, 2010; 
670(1–2): 63–71. 
Marko Kočevar – magistrska naloga  Literatura 
67 
37.  Musshoff F, Lachenmeier DW, Kroener L, Madea B. Automated headspace solid-
phase dynamic extraction for the determination of cannabinoids in hair samples. P. 
in Forensic Science International. 2003; 133(1–2): 32–38. 
38.  Moradi M, Yamini Y, Baheri T. Analysis of abuse drugs in urine using surfactant-
assisted dispersive liquid-liquid microextraction. Journal of Separation Science, 
2011; 34(14): 1722–1729. 
39.  Bouchene S, Sadeg N, Belhadj-tahar H. Original article / Article original New 
extraction method of THC and its metabolites , 11-OH-THC and THC-COOH , in 
plasma Nouvelle méthode d ’ extraction du THC et ses métabolites , 11-OH-THC et 
THC-COOH dans le plasma. Annales De Toxicologie Analytique, 2013; 25: 1–5. 
40.  Andrenyak DM, Moody DE, Slawson MH, O’Leary DS, Haney M. Determination 
of Δ-9-tetrahydrocannabinol (THC), 11-hydroxy-THC, 11-nor-9-carboxy-THC and 
cannabidiol in human plasma using gas chromatography-tandem mass spectrometry. 
Journal of Analytical Toxicology, 2017; 41(4): 277–288. 
41.  Lacroix C, Saussereau E. Fast liquid chromatography/tandem mass spectrometry 
determination of cannabinoids in micro volume blood samples after dabsyl 
derivatization. Journal of Chromatography B: Analytical Technologies in the 
Biomedical and Life Sciences, 2012; 905: 85–95. 
42.  Grauwiler SB, Scholer A, Drewe J. Development of a LC/MS/MS method for the 
analysis of cannabinoids in human EDTA-plasma and urine after small doses of 
Cannabis sativa extracts. Journal of Chromatography B: Analytical Technologies in 
the Biomedical and Life Sciences, 2007; 850(1–2): 515–522. 
43.  Ocque AJ, Hagler CE, DiFrancesco R, Lombardo J, Morse GD. Development and 
validation of an assay to measure cannabidiol and Δ9-tetrahydrocannabinol in 
human EDTA plasma by UHPLC-MS/MS. Journal of Chromatography B: 
Analytical Technologies in the Biomedical and Life Sciences, 2019; 1112: 56–60. 
44.  Jamwal R, Topletz AR, Ramratnam B, Akhlaghi F. Ultra-high performance liquid 
chromatography tandem mass-spectrometry for simple and simultaneous 
quantification of cannabinoids. Journal of Chromatography B: Analytical 
Technologies in the Biomedical and Life Sciences, 2017; 1048: 10–18. 
Marko Kočevar – magistrska naloga  Literatura 
68 
45.  Roslawski MJ, Remmel RP, Karanam A, Leppik IE, Marino SE, Birnbaum AK. 
Simultaneous Quantification of 13 Cannabinoids and Metabolites in Human Plasma 
by Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry in Adult Epilepsy Patients. 
Therapeutic Drug Monitoring, 2019; 41(3): 357–370. 
46.  Klawitter J, Sempio C, Mörlein S, De Bloois E, Klepacki J, Henthorn T, Leehey 
MA, Hoffenberg EJ, Knupp K, Wang GS, Hopfer C, Kinney G, Bowler R, Foreman 
N, Galinkin J, et al. An Atmospheric Pressure Chemical Ionization MS/MS Assay 
Using Online Extraction for the Analysis of 11 Cannabinoids and Metabolites in 
Human Plasma and Urine. Therapeutic Drug Monitoring, 2017; 39(5): 556–564. 
47.  Kerr BM, Thummel KE, Wurden CJ, Klein SM, Kroetz DL, Gonzalez FJ, Levy RH. 
Human liver carbamazepine metabolism. Role of CYP3A4 and CYP2C8 in 10,11-
epoxide formation. Biochemical Pharmacology, 1994; 47(11): 1969–1979. 
48.  Birkett DJ, Andersson T, Miners JO. Assays of omeprazole metabolism as a 
substrate probe for human CYP isoforms. Methods in Enzymology, 1996: 272: 132–
139. 
49.  Berger B, Bachmann F, Duthaler U, Krähenbühl S, Haschke M. Cytochrome P450 
enzymes involved in metoprolol metabolism and use of metoprolol as a CYP2D6 
phenotyping probe drug. Frontiers in Pharmacology, 2018; 9: 774. 
50.  Sun D, Jones NR, Manni A, Lazarus P. Characterization of raloxifene 
glucuronidation: Potential role of UGT1A8 genotype on raloxifene metabolism in 
vivo. Cancer Prevention Research, 2013; 6(7): 719–730. 
51.  FDA Guidance for industry - Bioanalytical method Validation. Dostopno na: 
https://www.fda.gov/media/70858/download; dostop: 7/2019. 
52.  Matuszewski BK. Standard line slopes as a measure of a relative matrix effect in 
quantitative HPLC-MS bioanalysis. Journal of Chromatography B: Analytical 
Technologies in the Biomedical and Life Sciences, 2006; 830(2): 293–300. 
53.  Takkis K, Aro R, Kõrgvee LT, Varendi H, Lass J, Herodes K, Kipper K. Signal 
Enhancement in the HPLC-ESI-MS/MS analysis of spironolactone and its 
metabolites using HFIP and NH4F as eluent additives. Analytical and Bioanalytical 
Marko Kočevar – magistrska naloga  Literatura 
69 
Chemistry, 2017; 409(12): 3145–3151. 
54.  Hindle R. Improved Analysis of Trace Hormones in Drinking Water by LC/MS/MS 
using the Agilent 6460 Triple Quadrupole LC/MS, Agilent technologies, 
Application note. 2013. 
55.  Pesek JJ, Matyska MT. Ammonium fluoride as a mobile phase additive in aqueous 
normal phase chromatography. Journal of Chromatography A, 2015; 1401: 69–74. 
56.  Sciex podpora: Koliko amonijevega fluorida se lahko uporabi kot topilo za HPLC. 
Dostopno na: https://sciex.com/support/knowledge-base-articles/how-much-
ammonium-fluoride-in-a-hplc-solvent-can-be-used; dostop: 10/2019. 
57.  Wheless JW, Dlugos D, Miller I, Oh DA, Parikh N, Phillips S, Renfroe J Ben, 
Roberts CM, Saeed I, Sparagana SP, Yu J, Cilio MR. Pharmacokinetics and 
Tolerability of Multiple Doses of Pharmaceutical-Grade Synthetic Cannabidiol in 
Pediatric Patients with Treatment-Resistant Epilepsy. CNS Drugs, 2019; 33(6): 
593–604. 
58.  Huestis MA. Human cannabinoid pharmacokinetics. Chemistry and Biodiversity, 
2007; 4(8): 1770–1804. 
59.  DrugBank - fizikalne lastnosti spojin. Dostopno na: https://www.drugbank.ca/; 
dostop: 8/2019. 
60.  Trontelj J. Quantification of Glucuronide Metabolites in Biological Matrices by LC-
MS/MS. Tandem Mass Spectrometry - Applications and Principles, 2012; 531–558. 
  
Marko Kočevar – magistrska naloga  Priloga 1 
70 
Priloga 1 
Povzetek uporabljenih metod pri razvoju priprave vzorca 
Preglednica XXV: Povzetek različnih ekstrakcij na trdnem nosilcu 
Ekstrakcija na 
trdnem nosilcu 
Predpriprava 
vzorca 
Aktivacija 
Nanos 
redčenega 
vzorca 
Spiranje Elucija 
Supelclean LC-8, 
Supelclean LC-
Ph, Bondelut C8, 
Bondelut C18, 
Sep-Pak C18 
Vac 
1 : 1 s pufrom 
A pH 7,4 
a) 1 mL 
MeOH 
b) 1 mL 
pufra A pH 
7,4 
1 mL 
1 mL pufra A 
pH 7,4 
2 × 0,5 mL MeOH : 
ACN : HCOOH 
(49 : 49 : 2) 
Oasis HLB 
Prime/I 
1 : 1 s pufrom 
A pH 7,4 
ni potrebna 1 mL 
2 mL 5% 
MeOH 
2 × 1 mL ACN : 
MeOH (9 : 1) 
Oasis HLB 
Prime/II 
1 : 1 s pufrom 
A pH 7,4 
ni potrebna 1 mL 
2 mL 15% 
MeOH 
2 × 1 mL ACN : 
MeOH (9 : 1) 
Oasis HLB 
Prime/III 
1 : 1 s 4 % 
H3PO4 
ni potrebna 1 mL 
2 mL 15% 
MeOH 
2 × 1 mL ACN : 
MeOH (9 : 1) 
Oasis HLB 
1 : 1 s pufrom 
A pH 7,4 
a) 1 mL 
MeOH 
1 mL 
2 mL 5% 
MeOH 
2 × 1 mL MeOH a) 1 mL 
pufra A pH 
7,4 
StrataX/I 
1 : 1 s pufrom 
A pH 7,4 
a) 1 mL 
MeOH 
1 mL 
1 mL pufra A 
pH 7,4 
2 × 0,5 mL MeOH : 
ACN : HCOOH 
(49 : 49 : 2) 
a) 1 mL 
pufra A pH 
7,4 
StrataX/II 
1 : 1 s pufrom 
A pH 7,4 
a) 1 mL 
MeOH 
b) 1 mL 
vode 
1 mL 
1 mL 15% 
MeOH 
2 × 0,5 mL MeOH : 
ACN : HCOOH 
(49 : 49 : 2) 
StrataX/III 
1 : 1 s pufrom 
B pH 12,0 
a) 1 mL 
MeOH 
b) 1 mL 
vode 
1 mL 
1 mL 15% 
MeOH 
2 × 0,5 mL MeOH : 
ACN : HCOOH 
(49 : 49 : 2) 
StrataX/IV 
1 : 1 s 4 % 
H3PO4 
a) 1 mL 
MeOH 
b) 1 mL 
vode 
1 mL 
1 mL 15% 
MeOH 
2 × 0,5 mL MeOH : 
ACN : HCOOH 
(49 : 49 : 2) 
Strata-X-Drug-B 
1 : 1 s pufrom 
B pH 12,0 
ni potrebno 1 mL 
2 mL 15% 
ACN 
2 × 1 mL etilacetat : 
izopropanol 
(85 : 15) 
Supelclean LC-
SAX, Strata X-
A, HyperSep 
retain AX 
1 : 1 s pufrom 
B pH 12,0 
a) 1 mL 
MeOH 
b) 1 mL 
pufer B pH 
12,0 
1 mL 
a) 1 mL pufer 
B pH 12,0 
b) 1 mL 
MeOH 
2 × 1 mL HCOOH : 
ACN (5 : 95) 
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Oasis μelution 
MAX/I 
1 : 1 s pufrom 
B pH 12,0 
a) 200 μL 
MeOH 
b) 200 μL 
pufer B pH 
12,0 
0,75 mL 
200 μL 5% 
NH3 
a) 25 μL MeOH 
b) 25 μL MeOH : 
ACN : HCOOH 
(49 : 49 : 2) 
Oasis μelution 
MAX/II 
1 : 1 s pufrom 
B pH 12,0 
a) 200 μL 
MeOH 
b) 200 μL 
pufer B pH 
12,0 
1 mL 
200 μL 5% 
NH3 
a) 2 × 25 μL MeOH 
b) 2 × 25 μL MeOH 
: ACN : HCOOH 
(49 : 49 : 2) 
Oasis μelution 
MAX/III 
1 : 1 s pufrom 
B pH 12,0 
a) 200 μL 
MeOH 
b) 200 μL 
pufer B pH 
12,0 
0,75 mL 
200 μL 5% 
NH3 
a) 2 × 25 μL MeOH 
b) 2 × 25 μL MeOH 
: ACN : HCOOH 
(49 : 49 : 2)  
+ eluate redčimo 
1 : 1 s 50 % MeOH 
Bondelut certify, 
Bondelut certify 
II/I 
1 : 1 s pufrom 
A pH 7,4 
a) 1 mL 
pufra A pH 
7,4 
1 mL 
a) 1 mL pufra 
A pH 7,4 
2 × 1 mL MeOH : 
ACN : HCOOH 
(49 : 49 : 2) 
Bondelut certify 
II/II 
1:1 s pufrom 
B pH 12,0 
a) 1 mL 
MeOH 
b) 1 mL 
pufra B pH 
12,0 
1 mL 
a) 1 mL pufra 
B pH 12,0 
b) 1 mL 
MeOH 
2 × 0,5 mL HCOOH 
: ACN (5 : 95) 
Bondelut certify 
II/III 
1 : 1 s pufrom 
A pH 6,0 : 
MeOH  
(95 : 5 ) 
a) 1 mL 
MeOH 
b) 1 mL 
pufra A pH 
6,0 : 
MeOH 
(95 : 5) 
1 mL 
a) 1 mL pufra 
A pH 6,0 : 
MeOH 
(95 : 5) 
b) 100 μL 
acetona 
2 × 1 mL heksan : 
etilacetat (95 : 5) 
Bondelut certify 
II/IV 
1 : 1 s pufrom 
A pH 7,4 
a) 1 mL 
MeOH 
b) 1 mL 
pufra A pH 
7,4 
1 mL 
1 mL pufra A 
pH 7,4 
2 × 1 mL MeOH : 
ACN : HCOOH 
(49 : 49 : 2) 
ACN – acetonitril, MeOH – metanol 
Preglednica XXVI: Povzetek različnih ekstrakcij tekoče-tekoče 
Ekstrakcija tekoče-
tekoče 
Predpriprava vzorca 
Čas 
mešanja 
Volumen 
topila [mL] 
Volumen 
supernatanta [mL] 
TBME/I 1 : 1 s pufrom A pH 7,4 120 3 2,7 
TBME/II 5 : 1 z 1 M HCl 120 3 2,7 
TBME/III 5 : 1 z vodo 120 3 2,7 
TBME/IV brez  120 4 3,5 
Heksan : etilacetat 
(8 : 2) 
1 : 1 s pufrom A pH 7,4 120 3 2,7 
Heksan : etilacetat 
(5 : 5) 
1 : 1 s pufrom A pH 7,4 120 3 2,7 
Heksan :etilacetat 
(3 : 7) 
1 : 1 s pufrom A pH 7,4 120 3 2,7 
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Heksan : etilacetat 
(9 : 1)/I 
brez  120 4 3,5 
Heksan : etilacetat 
(9 : 1)/II 
1 : 1 s pufrom A pH 7,4 120 4 3,5 
Heksan : etilacetat 
(9 : 1)/III 
1 : 1 s 4 % H3PO4 120 4 3,5 
TBME – terc-butil metil eter 
Preglednica XXVII: Povzetek različnih ekstrakcij na trdnem nosilcu 
Ekstrakcija na trdnem 
nosilcu 
Mehanizem Nanos  Spiranje 
Oasis HLB Prime PT 
protokol 
PT 300 μL vzorca + 900 μL ACN / 
Captiva ND lipids PT 
600 μL HCOOH : MeOH (5 : 1000) + 
200 μL vzorca 
/ 
Captiva EMR-lipid PT 500 μL vzorca + 2000 μL ACN 
0,5 mL 80 % 
ACN 
HybridSPE PT 300 μL vzorca + 900 μL ACN / 
ACN – acetonitril, MeOH – metanol, PT – »pass-through« mehanizem 
